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Resumo 
As interacções fármaco-membrana desempenham um importante papel para: o 
desenvolvimento de novos fármacos; o desenvolvimento de sistemas de libertação 
controlada de fármacos; a compreensão dos efeitos terapêuticos e tóxicos; o 
estabelecimento de relações estrutura-actividade; a compreensão dos efeitos 
ecotoxicológicos dos fármacos; a compreensão do mecanismo de resistência a múltiplos 
fármacos; o controlo da inibição enzimática; e no controlo da sinalização celular. Algumas 
destas áreas são importantes para o Controlo de Qualidade. 
De facto, o ambiente lipídico da membrana ganha um relevo crescente, à medida que se 
vai conhecendo de que forma as alterações dos lípidos das membranas são capazes de 
causar distúrbios membranares, afectando, assim, várias funções celulares. 
Neste trabalho, recorre-se aos lipossomas (como modelos membranares) e a diversas 
técnicas, de modo a estudar as interacções fármaco-membrana, de dois fármacos β-
bloqueadores.  
Pretende-se, então, conhecer a distribuição deste tipo de fármacos (através de técnicas 
de espectrofluorimetria e espectrofluorimetria derivativa para a determinação do 
coeficiente de partição) e determinar os efeitos que os fármacos β-bloqueadores 
exercem, directa ou indirectamente, ao nível das propriedades físico-químicas dos 
modelos membranares. As alterações na biofísica membranar foram estudadas por 
técnicas de anisotropia de fluorescência em estado estacionário. 
Foram encetados estudos de modo a avaliar a ligação à membrana através da utilização 
de métodos de fluorescência com a sonda ANS, e utilizaram-se técnicas de dispersão de 
luz dinâmica para avaliar o efeito destes fármacos quer no tamanho, quer na carga 
membranar (por determinação do potencial zeta). As informações obtidas, a partir das 
técnicas utilizadas, permitiram propor uma localização membranar para os fármacos em 
estudo.  
Com base nos estudos realizados foi possível concluir que os fármacos cardiovasculares 
apresentam uma interacção significativa com a bicamada lipídica, apresentando: uma 
elevada partição membranar; efeito de fluidificação da membrana e evidência de 
alteração da carga superficial membranar. Tais efeitos são correlacionáveis com os 
efeitos farmacológicos dos fármacos. 
Palavras-Chave: β-bloqueadores; lipossomas; interacção fármaco-membrana; técnicas 
biofísicas. 
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Abstract 
Drug-membrane interactions play an important role: on the development of new drugs; on 
the development of drug delivery systems; understanding the therapeutic and toxic effects 
of drugs; on the establishment of structure-activity relations; understanding the 
ecotoxicological effects of drugs; understanding multi-drug resistance mechanisms; 
controlling enzymatic inhibition; and controlling cellular signaling. Some of these areas are 
important to Quality Control. 
Indeed, membrane lipidic environment gains a growing relevance, since there is an 
increasing knowledge on how lipidic membrane changes can disturb membrane 
properties thereby affecting several cellular functions. 
In this work, liposomes (as membrane models) and several techniques are used to study 
drug-membrane interactions of two β-blockers. 
The goals are to clarify some aspects about the distribution of these drugs (using 
derivative fluorescence spectroscopy to determine partition coefficient) and to determine 
the direct and indirect effects of β-blockers on physical-chemical properties of membrane 
models. The changes in membrane biophysics induced by the drugs were studied by 
steady-state fluorescence anisotropy. 
Studies were performed to evaluate membrane binding, using fluorescence methods with 
ANS probe, and dynamic light scattering was used to find out the effect of these drugs in 
liposomes size and charge (by means of zeta potential determination). Gathering the 
information, given by all these techniques, allowed to propose membrane location of the 
drugs studied. 
With these studies it was possible to conclude that cardiovascular drugs interact with the 
bilayer, as they present high membrane partition, membrane fluidizing effect and 
demonstrate membrane charge changes. These effects can be related to their 
pharmacologic effects. 
Keywords: β-blockers; liposomes; drug-membrane interaction; biophysical techniques. 
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I. Introdução 
1. Motivação da Dissertação e Objectivo Geral 
Como é do domínio geral, e ao efectuar-se uma retrospectiva, é possível, sem 
dificuldade, observar uma rápida evolução da Indústria Farmacêutica, necessariamente 
impulsionada pelo crescente conhecimento tanto dos fármacos como das patologias a 
que eles se destinam. É também consensual que, para o cidadão, a existência de uma 
panóplia de princípios activos é fundamental, já que ao longo da vida é quase forçosa a 
utilização de fármacos como meios de prevenção, tratamento ou diagnóstico. Torna-se, 
portanto, fácil de compreender a necessidade de obter fármacos com qualidade, dado 
que, normalmente, são necessárias baixas quantidades de fármaco para que se produza 
o seu efeito terapêutico, e de um ligeiro aumento na dose administrada podem ocorrer 
efeitos tóxicos. Além disso, os fármacos são frequentemente administrados a um 
alargado grupo de pessoas, o que aumenta a responsabilidade em relação ao seu 
Controlo da Qualidade. 
A Indústria Farmacêutica levou ao extremo o Controlo da Qualidade, sendo a referência 
para muitas outras áreas, pois rege-se sob normas deveras exigentes. A Qualidade pode 
ser definida como sendo o “conjunto de atributos e características de uma entidade ou 
produto que determinam a sua aptidão para satisfazer necessidades e expectativas da 
sociedade” – in Decreto de Lei nº140/2004 de 8 de Junho. Neste sentido, a Qualidade 
não tem uma definição estanque e, por isso, o Controlo da Qualidade corresponde a uma 
visão integrada e abrangente de todos os aspectos relacionados com a concepção, 
produção e fornecimento de um produto. Trata-se, então, de acompanhar todo o ciclo de 
vida de um produto, neste caso, um fármaco, desde a sua concepção até à sua fase final 
que pode corresponder à retirada ou destruição. 
Apesar de o Controlo da Qualidade dos seus produtos ser da responsabilidade da 
Indústria Farmacêutica acontece, frequentemente, que alguns aspectos relacionados com 
os fármacos só sejam estudados após a sua introdução no mercado, devido à 
massificação do seu uso. Daí que seja, também, necessário um maior investimento na 
Investigação de forma a promover o desenvolvimento de técnicas que possam ser 
utilizadas no estudo de fármacos. É necessário, por outro lado, que estas técnicas 
possam ser realizadas in vitro, de forma a tornarem-se económicas, simples de executar, 
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rápidas e fáceis de controlar. Contudo, é forçoso que estas mesmas técnicas forneçam 
informações que possam ser equiparadas ao que acontece in vivo e, para tal, é 
necessário recriar in vitro condições que mimetizem o que acontece no organismo. 
Para que os fármacos produzam os seus efeitos têm de interagir com as células e, mais 
especificamente, com as membranas que as delimitam. A interacção com as membranas 
é fundamental, já que estas se apresentam como uma barreira que o fármaco tem de 
ultrapassar, ou contornar, para conseguir chegar ao seu local activo. Assim, os estudos 
das interacções fármaco-membrana reúnem as condições acima enunciadas, podendo 
ser desenvolvidos in vitro com o recurso a modelos miméticos das membranas 
biológicas, mas sendo correlacionáveis com as conclusões obtidas in vivo. Neste sentido, 
é possível enunciar uma série de razões para o estudo das interacções dos fármacos 
com membranas, que se prendem com a importância das informações obtidas nestes 
estudos, e que vão desde dados importantes para o desenvolvimento de novos fármacos, 
até à compreensão do mecanismo de acção e efeitos tóxicos de fármacos já utilizados na 
terapêutica (1). 
 No que diz respeito ao desenvolvimento de novos fármacos, os estudos das interacções 
fármaco-membrana permitem prever o que sucede durante as fases farmacocinética e 
farmacodinâmica dos fármacos, sendo uma ajuda preciosa no design de novos fármacos 
que, através de ensaios de screnning in vitro, permitem seleccionar as moléculas mais 
interessantes (com actividade farmacológica e com menos efeitos secundários), 
reduzindo, assim, os custos de produção (2). 
Um fármaco pode ser extremamente potente, contudo, se não chegar ao seu local de 
acção não terá qualquer efeito. Conhecendo as interacções fármaco-membrana é 
possível saber se um fármaco pode ou não chegar com facilidade ao local que se 
pretende e, caso o fármaco não possa ser alterado sem perda de actividade, muitas 
vezes a solução é veiculá-lo no interior de vesículas lipídicas. Esta opção é também 
vantajosa nos casos de, por exemplo, neoplasias em que se pretendem administrar 
fármacos muito agressivos para as células normais, mas que no interior de vectores 
chegam, preferencialmente, às células tumorais (3). 
A interacção fármaco-membrana permite igualmente clarificar quer os efeitos 
terapêuticos, quer os efeitos tóxicos de um fármaco. É desta interacção que o fármaco 
produz o seu efeito, por ligação a receptores localizados na membrana ou no interior 
celular, ou por alteração das propriedades biofísicas da membrana. Muitos dos efeitos 
tóxicos surgem, também, devido à modificação destas propriedades biofísicas das 
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biomembranas (1). A utilização de ensaios in vitro permite saber um pouco mais sobre 
como se processam estas alterações. 
Por outro lado, sabendo de que forma o mecanismo de acção do fármaco está 
relacionado com a interacção deste com a membrana biológica, é possível estabelecer 
relações causa-efeito entre as características físico-químicas dos compostos e a sua 
actividade farmacológica. Esta contribuição para o estabelecimento de relações estrutura-
actividade permite o desenho de novas moléculas com maior eficácia terapêutica e 
menores efeitos secundários (1). 
As biomembranas são componentes celulares comuns a todos os sistemas vivos, por 
isso, não é de estranhar que fármacos de uso humano possam afectar outras espécies. A 
importância das interacções com as membranas na compreensão dos efeitos tóxicos dos 
fármacos tem vindo a ser estudada, surgindo novas áreas de estudo, como a avaliação 
da toxicidade membranar, que defende que os efeitos citotóxicos de uma variedade de 
fármacos e poluentes parecem resultar da sua incorporação na bicamada lipídica e surgir 
como consequência da sua capacidade de afectar e modular as propriedades físicas da 
membrana (4). A eliminação incorrecta de fármacos, bem como o facto de os seus 
metabolitos, resultantes da sua passagem pelo organismo humano, serem lançados nas 
redes de esgotos, tornaram-se um grave problema ambiental para o qual só 
recentemente se tem dado atenção (Figura 1). Produzir fármacos com Qualidade é, 
também, produzir fármacos seguros para o ambiente, logo, é necessário perceber quais 
os possíveis efeitos dos fármacos nos seres vivos que, acidentalmente, são expostos a 
estes e perceber quais as formas de tratamento de resíduos para evitar danos 
ecológicos. 
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Figura 1 - Esquema representativo das várias possibilidades de contaminação ambiental 
com fármacos de uso humano durante a sua produção, uso e eliminação. Adaptado de 
(5). 
 
Os estudos de interacção fármaco-membrana são também usados para avaliar os 
mecanismos de resistência a múltiplos fármacos (MDR). O termo deriva da designação 
anglo-saxónica multi-drug resistance – MDR – e é usado para descrever a capacidade 
que as células apresentam, quando expostas a um único fármaco, de desenvolver 
resistência a um largo espectro de fármacos estrutural e funcionalmente diferentes (6). 
Este tipo de resistências pode ser verificado em células cancerígenas, em bactérias e em 
leveduras. Em qualquer um destes casos, a MDR constitui um obstáculo fundamental à 
eficácia da quimioterapia. Há vários mecanismos envolvidos no desenvolvimento da 
MDR, entre os quais se encontra a expressão aumentada de uma proteína 
transmembranar designada por P-glicoproteína (P-gp). A P-gp é uma proteína que 
modula a absorção, biodisponibilidade, acumulação nos tecidos e excreção dos 
fármacos. Assim, esta proteína tem um papel determinante na resistência celular ao 
tratamento por anti-retrovirais e anti-cancerígenos, uma vez que, quando expressa, 
determina a expulsão destes fármacos para o exterior celular (7-12). Recentemente, tem-
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se verificado que é possível modular o funcionamento da P-gp através da alteração da 
fluidez e permeabilidade da membrana onde esta proteína se encontra inserida. Os 
estudos de interacção fármaco-membrana possibilitam, então, a descoberta de 
moduladores da P-gp, permitindo, assim, minorar os mecanismos de multi-resistência (1). 
O efeito dos fármacos na biofísica membranar pode condicionar a actividade das enzimas 
que, por sua vez, alteram funções celulares. De facto, há evidências crescentes de que a 
estrutura e a dinâmica da bicamada lipídica desempenham um papel fundamental na 
funcionalidade membranar, pela perturbação indirecta da função das proteínas (13). 
Assim, a perturbação lipídica induzida por fármacos pode levar a alterações de muitas 
propriedades membranares que, por sua vez, conduzirão a alterações do desempenho 
de enzimas e receptores. Consequentemente, para além das interacções específicas 
entre os fármacos e as enzimas, a inibição enzimática pode ser, também, resultado de 
modificações das propriedades biofísicas membranares (1). 
Uma outra importante razão para o estudo das interacções fármaco-membrana é o facto 
de a membrana exercer funções na sinalização celular. Ora, fármacos que interfiram com 
a membrana podem, também, interferir com a sinalização celular, sendo esta uma área a 
desenvolver, já que a sinalização celular condiciona várias funções celulares, incluindo a 
expressão génica (1). 
Das razões atrás enunciadas percebe-se a importância do estudo das interacções 
fármaco-membrana, que motivaram um estudo aplicado ao grupo terapêutico dos β-
bloqueadores, fármacos com acção cardiovascular. Grupo, este, escolhido dada a sua 
elevada importância, tendo em conta a sua vasta utilização e relevância na clínica. 
Assim, o objectivo geral desta dissertação passa por uma abordagem lipidómica do 
estudo do mecanismo de acção de fármacos, pois centra-se no efeito destes nos 
componentes lipídicos da membrana, tentando relacionar os efeitos biofísicos 
membranares com os efeitos terapêuticos e tóxicos do fármaco.  
2. Objectivos específicos 
Dentro do objectivo geral do estudo da interacção de fármacos cardiovasculares com a 
membrana, delinearam-se alguns objectivos específicos que contemplam: 
1- A escolha de um modelo membranar adequado à mimetização das membranas 
biológicas; 
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2- A determinação da distribuição dos fármacos estudados entre um meio membranar e 
aquoso, através da avaliação do coeficiente de partição; 
3- A avaliação dos efeitos dos fármacos estudados nas propriedades biofísicas 
membranares, através de estudos de alteração da microviscosidade, cooperatividade e 
ordem lipídica; 
4- A avaliação da ligação dos fármacos estudados à superfície membranar e 
consequente efeito na carga da membrana, através de estudos de potencial zeta e 
ligação a uma sonda fluorescente interfacial; 
5- A dedução da possível localização membranar dos fármacos estudados, através da 
análise de todos os resultados recolhidos no âmbito dos objectivos anteriores; 
6- A correlação das informações obtidas, a partir dos estudos in vitro realizados, com 
algumas informações in vivo, descritas para os fármacos estudados. 
3.  Organização da dissertação 
Na tentativa de conseguir um fio condutor coerente, optou-se por organizar esta 
dissertação em 5 capítulos. 
O Capítulo I faz uma Introdução da dissertação, incidindo sobre a motivação e objectivo 
geral deste trabalho. Faz também referência aos objectivos específicos e ao modo como 
está organizada a dissertação. 
No Capítulo II, Enquadramento teórico, são abordados os vários temas que permitiram 
iniciar os estudos de interacção fármaco-membrana. É essencial um conhecimento mais 
aprofundado da composição e estrutura das membranas biológicas e, 
fundamentalmente, da sua componente lipídica, para se perceber de que forma é que 
esta pode ser alterada por interacção com o fármaco. Por outro lado, o conhecimento da 
estrutura e composição da bicamada lipídica vai permitir o desenvolvimento de modelos 
membranares. Esta temática é também abordada neste capítulo, realçando o modelo 
membranar escolhido para a realização dos trabalhos, os lipossomas, focando as suas 
características químicas, físicas, estruturais e também a sua preparação e 
caracterização. De seguida faz-se referência ao grupo de fármacos estudados, os β-
bloqueadores, e, mais especificamente, ao propranolol e acebutolol, acentuando as 
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características de ambos, bem como os efeitos terapêuticos e secundários. Por fim, é 
feita uma menção às sondas de fluorescência utilizadas nestes trabalhos. 
As técnicas biofísicas para a análise da interacção dos fármacos com a membrana são 
referidas no Capítulo III. Apresenta-se uma breve explicação teórica das técnicas que 
permitem a determinação da distribuição do fármaco pela avaliação do coeficiente de 
partição; o estudo da biofísica membranar, através da avaliação da microviscosidade, 
cooperatividade e ordem; estudos de ligação à membrana realizados com a sonda ANS e 
avaliação do efeito do fármaco, quer no tamanho, quer na carga da membrana. 
O Capítulo IV, Métodos Experimentais e Resultados, expõe a forma de realização dos 
trabalhos e apresenta os resultados obtidos após a aplicação das diferentes técnicas, 
permitindo, assim, inferir sobre a localização do fármaco na membrana. 
Com os resultados obtidos, tecem-se as Conclusões do trabalho, no Capítulo V. 
Por fim, apresentam-se as referências bibliográficas que serviram de suporte teórico a 
este trabalho. 
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II. Enquadramento teórico 
1. Membranas biológicas 
As interacções de moléculas farmacologicamente activas com as membranas e a 
capacidade de permear as bicamadas fosfolipídicas são parâmetros de extrema 
importância, não só para o estudo do mecanismo de acção de moléculas já 
desenvolvidas, mas também para o design e desenvolvimento de novas moléculas (14).  
Dado que se pretende com este trabalho realçar a importância dos estudos das 
interacções fármaco-membrana, faz todo o sentido, numa fase preliminar, rever algumas 
características que tornam as membranas biológicas estruturas únicas e fundamentais 
para a vida, pelas várias funções que desempenham. O conhecimento da composição 
membranar e, em especial, da sua componente lipídica é fundamental para se 
desenvolverem este tipo de estudos. De facto, a diversidade lipídica confirma o papel 
fundamental dos lípidos na composição membranar e acaba por determinar, também, a 
função e localização das membranas biológicas ao nível do organismo. Por outro lado, 
para compreender o complexo papel da membrana biológica como interface física e 
química, é necessário tomar conhecimento do rico polimorfismo conferido pelos lípidos 
que determinam os aspectos biofísicos fundamentais das membranas biológicas. 
Finalmente, é necessário um conhecimento abrangente sobre a membrana biológica, que 
permita o desenvolvimento de modelos membranares que a mimetizem o melhor 
possível. 
1.1   As membranas são fundamentais para a vida 
Todas as células vivas estão rodeadas por uma ou várias membranas. A membrana 
define a célula (física e funcionalmente) como uma unidade viva e separa-a do que a 
rodeia, ou seja, separa o domínio intracelular do extracelular (1, 15, 16). A membrana 
exerce funções importantes de regulação do metabolismo celular, permitindo: a 
entrada de substratos (passivamente ou por intermédio de proteínas de transporte 
incluídas na membrana); a eliminação de produtos tóxicos; e a conservação da energia 
biológica (1, 16, 17). Para além de funcionar como uma barreira semi-permeável 
protectora da célula, a membrana plasmática tem ainda um importante papel na 
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homeostase celular e no controlo da pressão osmótica, que são fundamentais para o 
bom funcionamento celular (1, 16, 17). 
Apesar de ser uma barreira, a membrana não é estanque, já que intervém na 
comunicação intercelular (1, 16, 17). A comunicação entre células pode efectuar-se 
através de contacto directo por junções membranares, ou indirectamente, via receptores 
existentes na membrana e através da secreção de compostos químicos que são 
reconhecidos como sinais por receptores membranares de outras células (1). 
A capacidade de fusão é outra das propriedades da membrana que é fundamental ao 
normal funcionamento da célula. Através desta propriedade, a célula é capaz de proceder 
à divisão celular. A fusão permite ainda o transporte intracelular de vesículas entre os 
diferentes organelos intracelulares, bem como os processos de endocitose e exocitose 
(1, 16, 17). Também estes organelos intracelulares, tais como os cloroplastos, o núcleo, 
as mitocôndrias e os peroxissomas são protegidos por membranas (Figura 2). 
 
Figura 2 - Interior de uma célula eucariótica com os vários compartimentos celulares 
delimitados por membranas. Adaptado de (18). 
 
Estas membranas internas têm igualmente importantes funções, sendo responsáveis pela 
separação de reacções bioquímicas incompatíveis, mantendo o transporte intracelular, e 
desempenhando um papel fundamental na transferência e armazenamento de energia 
(1). 
Finalmente, uma função de relevo das membranas prende-se com o controlo da 
actividade enzimática (16, 17). Muitas enzimas são proteínas interfaciais que 
necessitam da interface membranar para poderem actuar (e.g. a fosfolipase). Outras, são 
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proteínas integrais que se inserem ao nível membranar, cuja actividade está dependente 
das propriedades biofísicas da membrana (19). 
Tendo em conta que as funções atribuídas à membrana são determinadas pela 
conjugação da composição química, estado físico e organização estrutural, é importante 
abordar mais pormenorizadamente estes três factores, o que será feito nas secções 
seguintes. 
1.2   As membranas contêm um grande número de lípidos 
Apesar da enorme variedade de seres vivos, de tipos de células e de organelos na 
mesma célula eucariota, é hoje aceite que a unidade básica estrutural de todas as 
membranas biológicas é a bicamada lipídica. A diversidade dos lípidos existente e a 
heterogeneidade dos agregados por eles formados limitou, durante muito tempo, o seu 
estudo, principalmente pela dificuldade de isolar e separar os seus componentes, tendo-
se dado mais ênfase à componente proteica das membranas. No entanto, actualmente 
tem vindo a ser reconhecido o papel fundamental que os lípidos desempenham, apesar 
da membrana apresentar na sua constituição proteínas e hidratos de carbono. Assim, 
paralelamente às áreas já desenvolvidas da Proteómica e Genómica começa agora a 
desenvolver-se a área da Lipidómica (20, 21).  
Sendo um constituinte fundamental das membranas biológicas, os lípidos desempenham 
um papel crucial na manutenção da integridade dos seres vivos. Hoje em dia é conhecida 
uma grande diversidade de lípidos constituintes da membrana e o aspecto comum por 
eles apresentado é o facto de terem um carácter anfifílico, que os torna solúveis em 
solventes aquosos (polares) e não-polares (1, 22-24). Esta propriedade dos lípidos 
membranares determina a formação de bicamadas, por associação dos monómeros, 
quando se encontram em água. Assim, os grupos das cabeças polares encontram-se 
orientados para a água circundante e as cadeias de ácidos gordos ficam voltadas umas 
para as outras, para o interior da bicamada (Figura 3) (1).  
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Figura 3 - Esquema representativo da membrana plasmática. 
 
Uma única membrana pode ter mais de 100 lípidos distintos na sua composição. Os 
lípidos mais comuns pertencem, no entanto, a três classes: fosfolípidos, glicolípidos 
(conjugados de lípidos e açucares) e os esteróis (e.g. colesterol). De um modo genérico, 
a membrana biológica contém cerca de 40-70% de fosfolípidos; 0-50% de colesterol, e 0-
26% de glicolípidos (25).  
Os fosfolípidos são os lípidos mais comuns na membrana biológica. A Figura 4 mostra 
uma molécula de fosfolípido. Esta molécula é constituída por quatro componentes: um ou 
dois ácidos gordos, glicerol ou esfingosina, um grupo fosfato e um álcool ligado ao 
grupo fosfato. O fosfato e o álcool formam a cabeça polar. As caudas hidrofóbicas são 
constituídas pelos ácidos gordos, que podem diferir no comprimento (contendo de 8 a 24 
átomos de carbono, na maioria de 14 a 18) ou no número de insaturações (1-4) (26).  
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Figura 4 – (A) Ilustração da estrutura membranar constituída por uma bicamada de 
fosfolípidos e (B) Estrutura de uma molécula de fosfolípido. Adaptado de (27). 
Os grupos polares dos fosfolípidos são usualmente neutros ou carregados 
negativamente. Assim, as cargas dos lípidos membranares estão usualmente no 
intervalo de +1 a -4. Uma carga positiva é rara, contudo, lípidos catiónicos são 
importantes, por exemplo, em vectorização de genes em que os lípidos formam 
complexos com os ácidos gordos, também chamados de lipoplexos. A maioria dos lípidos 
naturais é ainda zwitteriónica e caracterizada por fortes momentos dipolares (26, 28, 
29). 
1.3   Aspectos da biofísica membranar condicionados pelo polimorfismo 
lipídico 
Como foi referido acima, os fosfolípidos apresentam um carácter anfifílico devido à sua 
constituição em cabeças polares hidrofílicas e em caudas hidrofóbicas. Esta 
característica determina a capacidade dos fosfolípidos baixarem a tensão superficial da 
superfície de contacto entre dois meios e são, por isso, conhecidos como agentes 
tensioactivos ou surfactantes (15, 16, 30-32). 
A afinidade antagónica para a água, apresentada pela mesma molécula de fosfolípido, 
leva a que estas moléculas, quando na presença de água, exibam a tendência de se 
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organizarem espontaneamente por um fenómeno designado de auto-agregação lipídica 
(15, 16, 30-32). 
O mecanismo físico que conduz à agregação espontânea dos fosfolípidos em água é 
designado por efeito hidrofóbico (15, 16, 30-32).  
Este fenómeno de auto-agregação é complexo. Começando por uma solução de 
fosfolípidos em água, o primeiro agregado a formar-se espontaneamente é a bicamada 
de fosfolípidos. A bicamada é uma fase lamelar e apenas uma das várias estruturas 
possíveis, nas quais os fosfolípidos se podem auto-organizar. A diversidade das formas 
de agregação mais comuns é mostrada na Figura 5.   
 
Figura 5 - Formas de agregação mais comuns dos fosfolípidos. 
 
Os fosfolípidos apresentam, então, um polimorfismo muito rico que resulta de alterações 
subtis do balanço das interacções de atracção e repulsão entre as moléculas de 
fosfolípidos na interface lípido/água (20, 21). Este balanço é fortemente afectado por 
condições externas e pelos próprios fosfolípidos. As principais condições externas que 
determinam a agregação dos fosfolípidos são a temperatura e a quantidade de 
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solvente. Mas outros factores, tais como a pressão, pH e concentração iónica têm 
também influência significativa. As propriedades geométricas que afectam os tipos de 
agregados formados são o tamanho das cabeças lipídicas e o tamanho, número e grau 
de saturação das suas caudas apolares (33). 
Na Figura 6 apresenta-se uma representação esquemática das transições de fase entre 
os diferentes agregados lipídicos, induzidas pela temperatura, hidratação e tipo de lípido. 
 
Figura 6 - Dependência das transições de fase dos agregados lípido-água com a 
hidratação, temperatura e o tamanho das cadeias de ácidos gordos dos fosfolípidos 
(adaptado de (33)). Lc corresponde à fase lamelar cristalina; Lβ’ corresponde à fase 
lamelar gel; Pβ’ corresponde à fase lamelar com ondulação periódica; Lα corresponde à 
fase lamelar fluida; HI é a fase hexagonal e HII é a fase hexagonal invertida; M é a fase 
micelar e Q é a fase cúbica. 
 
Nas condições fisiológicas, a fase mais comum e mais relevante, sob o ponto de vista 
biológico, é a fase lamelar líquido-cristalina ou fase fluida (Lα). O movimento das 
cadeias de ácidos gordos dos fosfolípidos assegura a fluidez da bicamada lipídica. A 
rotação livre das ligações simples C-C resulta em movimentos vigorosos das caudas de 
fosfolípidos a temperaturas mais elevadas, o que também assegura a fluidez membranar. 
Com a diminuição da temperatura, a bicamada sofre uma transição de fase para uma 
fase mais ordenada, formando a fase lamelar sólido-cristalina ou fase gel (Lβ). A 
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transição de fase da fase fluida para esta fase mais ordenada ocorre a uma temperatura 
designada por temperatura de transição de fase principal (Tm). Se se diminuir ainda 
mais a temperatura chegar-se-á a uma fase ainda mais ordenada designada por fase 
lamelar cristalina (Lc).  
Para alguns lípidos (e.g. fosfatidilcolinas com ácidos gordos como mirístico e palmítico: 
DMPC e DPPC), para temperaturas abaixo da Tm há a formação de um estado 
intermediário chamado fase lamelar com ondulação periódica (Pβ’) (Figura 7). 
Diminuindo mais a temperatura, este estado intermediário originará a fase gel ou sólido-
cristalina, com moléculas de fosfolípidos inclinadas (Lβ’).  
Assim, é possível considerar, para as fosfatidilcolinas (ou lecitinas), três temperaturas de 
transição de fase, que determinam a existência de quatro estados físicos principais (31, 
34): 
- Temperatura de subtransição (Ts) – que corresponde à passagem da fase lamelar 
subgel ou cristalina (Lc) para a fase lamelar gel ou sólido-cristalina (Lβ’ ou Lβ); 
- Temperatura de pré-transição (Tp) – que corresponde à passagem da fase lamelar gel 
ou sólido-cristalina (Lβ’ ou Lβ) para a fase lamelar gel com ondulação periódica (Pβ’); 
- Temperatura de transição principal (Tm) - que corresponde à passagem da fase 
lamelar gel com ondulação periódica (Pβ’) à fase lamelar fluida ou líquido-cristalina (Lα). 
 
Figura 7 - Transições de fase existentes nas fosfatidilcolinas em que entre a fase gel e 
fluida existe um estado intermediário com ondulação periódica.  
 
Apesar de ocorrerem estas transições de fase é, sem dúvida, a transição da fase sólido-
cristalina (Lβ’ ou Lβ), passando pela fase lamelar ondulada (no caso particular das 
fosfatidilcolinas), para a fase líquido-cristalina (Lα), correspondente à transição de fase 
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principal, a mais relevante, já que esta transição de fase afecta a ordem e a fluidez da 
membrana (15, 16, 31, 32, 35-39). 
Para além dos parâmetros físicos, a estrutura e organização espacial dos lípidos 
desempenham um papel fundamental na determinação do tipo de agregado que se 
forma. Os lípidos membranares podem diferir bastante na proporção de porções 
hidrofílicas e hidrofóbicas (e.g. um fosfolípido com cadeia dupla comprida dificilmente 
formará uma micela, pois existe um impedimento estérico a que tal aconteça; já um 
fosfolípido de cadeia simples ou cadeia dupla muito curta conseguirá formar micelas) e, 
assim, o número de ácidos gordos e o seu comprimento condicionam as propriedades 
hidrofóbicas, enquanto que a natureza do grupo da cabeça determina as propriedades 
hidrofílicas.  
As fases lipídicas descritas podem ser alteradas, não só pelos factores mencionados 
(temperatura, hidratação, tipo de lípido), mas também pelas interacções lípido-lípido e 
lípido-péptido que ocorrem na membrana, e ainda pela perturbação gerada quando uma 
molécula externa (e.g. fármaco) interage com a membrana lipídica. Assim, a interacção 
fármaco-membrana pode ser estudada também ao nível de como as propriedades 
biofísicas membranares são alteradas em virtude desta interacção, o que pode ter 
consequências fisiológicas e relacionar-se com o próprio mecanismo de acção dos 
fármacos. Por exemplo, a incorporação de um fármaco no ambiente lipídico membranar 
pode alterar a microviscosidade membranar e, indirectamente, alterar o funcionamento de 
enzimas que, normalmente, para serem totalmente funcionais, possuem requisitos 
biofísicos da interface membranar muito específicos. Por outro lado, a inserção de um 
fármaco na membrana pode alterar a sua curvatura, sendo que a curvatura das 
membranas é um indicador do stress interno da bicamada lipídica e constitui, também, 
um factor importante para o funcionamento das proteínas (1). 
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2. Modelos membranares 
O crescente interesse no conhecimento das interacções fármaco-membrana promoveu o 
desenvolvimento de modelos membranares que facilitassem a execução de novos 
estudos, de modo a limitar a heterogeneidade e complexidade das biomembranas (1). 
A fragilidade e tamanho dos tecidos biológicos, bem como as interferências dos diversos 
componentes das biomembranas, são entraves à sua utilização em estudos ao nível 
molecular, sendo o desenvolvimento de modelos membranares crucial para o 
prosseguimento deste tipo de estudos (40).  
A utilização de modelos membranares permite estabelecer e controlar as variáveis, de 
modo que os princípios físico-químicos e interacções específicas com as membranas 
sejam interpretados de forma mais precisa (1, 40). Com estes sistemas mais simples é 
possível obter informações que podem ser, posteriormente, integradas de modo a 
contribuir para um maior conhecimento dos sistemas mais complexos, ocorrendo, então, 
uma aproximação a sistemas biológicos reais (1). A utilização de membranas artificiais 
permite, então, o estudo da influência da estrutura de fármacos e da composição da 
membrana nas interacções fármaco-membrana (1). 
Apesar das tentativas de biomimetização serem cada vez mais próximas da realidade 
(Tabela 1), há que ter consciência que os modelos membranares não são perfeitos, dado 
que nenhum deles é capaz, por si só, de mimetizar fielmente todos os aspectos da 
complexa estrutura das membranas. Contudo, o objectivo não passa apenas pela 
imitação, mas também pelo desenvolvimento de sistemas relativamente simples, com 
utilidade prática, que permitam mimetizar processos mediados pela membrana. Pretende-
se, no fundo, simplificar e não reproduzir, para que seja possível entender melhor a 
Natureza (40). 
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Tabela 1 – Comparação das características físicas das bicamadas lipídicas artificiais e as 
membranas biológicas (1). 
Propriedade 
Bicamada lipídica 
artificial  
(modelo membranar) 
Membrana 
biológica 
Espessura (nm) 4,5-10 4-12 
Tensão interfacial (J/m2) 2,0-60 0,3-30 
Índice de refracção 1,56-1,66 ≈ 1,6 
Resistência eléctrica (Ω/m2) 107-1013 106-109 
Capacitância (mF/m2) 3-13 5-13 
Voltagem de ruptura membranar 
(mV) 
100-550 100 
Diferença de potencial em repouso 
(mV) 
0,140 10-88 
 
Tendo em vista o que acima se referiu, é natural que a procura de modelos membranares 
tenha originado um vasto número destes modelos para estudos in vitro, capazes de 
simular muitas propriedades das membranas. É então importante que a selecção dos 
modelos membranares se revista de extrema cautela, sendo necessário conhecer os 
diferentes modelos, de modo a escolher o que melhor se adequa ao estudo pretendido 
(Tabela 2). 
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Tabela 2 – Comparação de modelos membranares. Adaptado de (40). 
Modelos Constituintes Peso 
Molecular 
Médio 
Diâmetro 
(Å) 
Estabilidade Efeito da 
Temperatura 
Micelas 
aquosas 
Tensioactivos 2000-6000 30-60 Semanas, 
meses 
Sem transição de 
fase (Tm) 
Micelas 
invertidas 
Tensioactivos 2000-6000 40-80 Semanas, 
meses 
Sem transição de 
fase (Tm) 
Micro-
emulsões 
Tensioactivos, 
solventes 
polares e 
apolares 
10
5
-10
6
 50-1000 Semanas, 
meses 
Sem transição de 
fase (Tm) 
Monocamadas Tensioactivos Variável Variável Horas, dias Transição de fase 
(Tm) 
Bicamadas 
planares (BLM) 
Lípidos de 
origem biológica 
Variável Variável Horas Transição de fase 
(Tm) 
Vesículas Lípidos e 
tensioactivos 
 300-10000 Semanas Transição de fase 
(Tm) 
Sistemas 
“host-guest” 
Poliéteres 
macrocíclicos e 
ciclodextrinas 
500-5000 4-10 
(tamanho 
cavidade) 
Semanas, 
meses 
Possíveis 
alterações 
conformacionais 
Polímeros 
iónicos 
Grupos 
ionizáveis 
ligados a 
polímeros 
Variável Variável Semanas, 
meses 
Possíveis 
alterações 
conformacionais 
 
Apesar de os modelos membranares existentes serem numerosos, seguidamente faz-se 
referência, com maior detalhe, aos lipossomas (vesículas de fosfolípidos), por serem os 
modelos mais vulgarmente utilizados nos estudos de interacção fármaco-membrana, 
nomeadamente, no que respeita aos estudos das propriedades biofísicas das 
membranas. A escolha destes modelos deve-se, principalmente, ao ambiente químico e 
anisotrópico que apresentam (semelhante ao que se observa nas membranas 
biológicas), mas também à fácil preparação e boa caracterização das suas propriedades 
físicas, que apresentam semelhanças com as propriedades físicas das membranas 
                                                                 Enquadramento teórico – Modelos membranares 
43 
 
biológicas (Tabela 1). São, assim, modelos de manuseamento mais fácil e reprodutível 
que a utilização de células ou tecidos animais, e, por estas razões, são os modelos 
seleccionados para a realização dos trabalhos que constam nesta dissertação (41). 
2.1   Lipossomas 
Os lipossomas são vesículas esféricas que consistem numa ou mais bicamadas de 
membranas, que apresentam uma versatilidade única (em composição, tamanho e 
capacidade de incorporar e encapsular materiais) que lhes confere uma vasta 
aplicabilidade, quer em análise química e bioquímica, quer na indústria (42). 
Um agente anfifílico constituído por um grupo hidrofílico ligado a duas cadeias 
hidrofóbicas longas não consegue, devido ao seu volume, organizar-se em micelas 
quando em solução aquosa se encontra acima da concentração micelar crítica (CMC). 
Em vez disso, este agente anfifílico apresenta a capacidade de formar agregados em 
bicamada lipídica (Figura 8). Estes agregados esféricos, designados por vesículas, são 
muito maiores que as micelas, já que a bicamada lipídica que se forma dobra-se sobre si 
própria, de modo a reduzir a exposição das faces laterais hidrofóbicas à água. Na 
sequência da sua formação há uma parte do solvente que é retida no interior das 
vesículas. Quando formadas por fosfolípidos, estas vesículas são denominadas 
lipossomas (26, 28, 43-45). 
 
Figura 8 - Representação esquemática da organização dos fosfolípidos numa vesícula 
lipídica (lipossoma). 
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Quando se pretende utilizar os lipossomas como modelos que sejam representativos das 
biomembranas, há que ter em conta a semelhança com a membrana a mimetizar, e as 
propriedades de relevância para o estudo em questão devem estar bem caracterizadas. 
Daí que existam vários tipos de fosfolípidos naturais e sintéticos, por exemplo, 
fosfatidilcolina da gema de ovo (EPC), dimiristoilfosfatidilcolina (DMPC) e 
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). 
Os lipossomas são estruturas rígidas com elevados valores de viscosidade no interior das 
vesículas, mas que apresentam, no entanto, características dinâmicas, apresentando um 
gradiente de fluidez semelhante ao das membranas biológicas (39, 40). De acordo com 
este gradiente de fluidez, o grupo glicerol é a parte do fosfolípido com movimento mais 
restrito, os grupos metilénicos acídicos mais próximos do grupo polar apresentam uma 
rigidez elevada, e a liberdade dos movimentos vai aumentando à medida que se percorre 
a cadeia hidrocarbonada, com consequente diminuição da viscosidade do meio (40, 45). 
A constante dieléctrica no interior da cadeia hidrocarbonada também diminui 
relativamente à verificada em solução aquosa, para valores muito semelhantes aos 
encontrados nas membranas biológicas (46). 
Para além do que foi descrito acima, a enorme potencialidade dos lipossomas como 
“ferramenta analítica” pode ser explicada por diversos motivos, tais como: a existência 
simultânea de um meio lipofílico e de um meio aquoso, permitindo a imobilização de 
qualquer tipo de substância (independentemente da carga eléctrica, solubilidade ou peso 
molecular); a possibilidade de caracterização físico-química e controlo das suas 
propriedades (através de variações na composição e método de preparação); e ainda, a 
possibilidade de libertação controlada do seu conteúdo para os fluidos biológicos ou para 
as células (47). 
Para além da carga, a natureza dos resíduos em cada molécula lipídica e o número de 
ligações duplas na cadeia são responsáveis pelas propriedades fundamentais da 
bicamada, como, por exemplo, a sua elasticidade e o tipo de fase lipídica (42). O tipo de 
fase lipídica é ainda condicionado pela temperatura utilizada nos estudos com os 
modelos membranares (26, 45): 
- para temperaturas abaixo da Tm, as bicamadas lipídicas encontram-se ordenadas, 
dando origem ao estado sólido-cristalino ou gel em que as cadeias hidrocarbonadas dos 
fosfolípidos se apresentam com uma conformação distendida e empacotadas, ocupando 
um volume mínimo com uma liberdade de movimentos muito restrita; 
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- para temperaturas acima da Tm, as bicamadas encontram-se numa fase mais fluida que 
corresponde ao estado líquido-cristalino; nesta fase, existe uma maior mobilidade dos 
fosfolípidos, que ocupam um maior volume, levando a que o volume membranar 
aumente. 
Assim, de acordo com a composição lipídica do modelo membranar escolhido e a 
temperatura a que são realizados os estudos, é possível estudar a influência de fármacos 
ao nível de diferentes estados de fluidez da membrana biológica. Este controlo da fluidez 
dos modelos membranares é importante, uma vez que a membrana biológica, embora 
esteja maioritariamente no estado fluido, apresenta algumas situações de menor fluidez. 
Por exemplo, a membrana após peroxidação lipídica apresenta um estado de menor 
fluidez que, portanto, é interessante para o estudo da actuação de fármacos 
antioxidantes (48). Além disso, ao nível da mucosa gástrica existem revestimentos 
lipídicos no estado gel de forma a proteger o estômago da erosão ácida. Neste caso, o 
estudo de fármacos que tenham uma acção lesiva sobre a barreira protectora gástrica faz 
mais sentido que seja realizado ao nível de modelos membranares que mimetizem a fase 
gel (49). Finalmente, a membrana celular não é integralmente fluida, apresentando 
domínios lipídicos (lipid rafts) no estado gel, sendo por isso de grande interesse estudar, 
igualmente, a acção de fármacos quer no estado fluido quer no estado gel da membrana 
(1). 
2.1.1 Classificação morfológica dos lipossomas 
Para proceder à classificação morfológica dos lipossomas recorre-se a critérios como o 
tamanho e número de bicamadas (lamelas) (42). 
As vesículas multilamelares são constituídas por várias bicamadas lipídicas (5 ou mais), 
aproximadamente concêntricas. O seu tamanho é da ordem dos micrómetros (0,4 e 3,5 
μm) e formam-se espontaneamente quando o filme lipídico é exposto a um excesso de 
tampão aquoso. As propriedades deste tipo de vesículas não são, no entanto, facilmente 
controladas, uma vez que a obtenção de MLVs a partir da hidratação do filme lipídico 
com um solvente aquoso origina vesículas muito heterogéneas, com uma grande 
variação no tamanho e lamelaridade. São muito utilizadas a nível industrial e no estudo 
de propriedades estruturais, dinâmicas e termodinâmicas das membranas a nível 
laboratorial (devido à sua maior concentração lipídica) (26, 41, 42, 45, 50). 
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As vesículas unilamelares são muito utilizadas em investigação, pois são de fácil 
preparação e as suas propriedades são bem caracterizadas. Podem ser vesículas 
unilamelares pequenas, grandes ou gigantes (42). 
As LUVs, vesículas unilamelares grandes, são lipossomas formados por uma única 
bicamada lipídica e com tamanhos superiores a 100 nm. São modelos melhor definidos 
estruturalmente, sendo muito utilizados quando são necessários sistemas de 
interpretação mais simples como mimetizadores da membrana plasmática (26). As SUVs 
são mais pequenas em relação às LUVs, com diâmetros entre 25 e 50 nm (41). São 
modelos muito utilizados em estudos de superfície (51). Podem utilizar-se, também, 
vesículas unilamelares gigantes (GUV), modelos que apresentam tamanhos superiores a 
1 μm (52). 
As vesículas oligolamelares (LOV) e os lipossomas multivesiculares (MVL) são também 
utilizados, mas com menor expressão (Figura 9). 
 
Figura 9 – Esquema representativo dos diferentes modelos membranares e sua 
classificação: MLV (large multilamellar vesicles); LUV (large unilamellar vesicles); SUV 
(small unilamellar vesicles); GUV (giant unilamellar vesicles); LOV (large oligolamellar 
vesicles); MVL (multivesicular liposomes). A cinza está representado o conteúdo aquoso 
nas vesículas. Adaptado de (42). 
É também possível uma classificação dos lipossomas segundo a sua carga de superfície, 
sendo esta determinada pela carga da parte polar das moléculas anfifílicas. Os 
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lipossomas são então classificados em aniónicos, catiónicos, zwitteriónicos e não-iónicos 
(41). Esta classificação é, contudo, menos utilizada que a classificação morfológica. 
2.1.2 Preparação dos lipossomas 
Existem vários métodos para a preparação de lipossomas de diferentes tamanhos e 
lamelaridade (número de bicamadas). O método mais corrente baseia-se no método da 
hidratação do filme lipídico (26). De acordo com este método, o lípido ou mistura de 
lípidos são co-dissolvidos num solvente orgânico (normalmente misturas de clorofórmio e 
metanol) e a solução lipídica resultante é levada à secura recorrendo a um evaporador; à 
liofilização ou a secagem por spray. De seguida, a amostra é agitada por acção mecânica 
na presença de um meio de hidratação (tampão) e obtêm-se os MLVs (42). 
A partir dos MLVs é possível obter vesículas unilamelares, recorrendo a diversos 
métodos mecânicos, tais como: a extrusão, sonicação, liofilização, 
hidratação/desidratação/intumescência, electroformação ou injecção de solvente (Figura 
10) (42). 
 
Figura 10 – Esquema das diferentes técnicas que permitem a obtenção de vesículas 
unilamelares. Adaptado de (42). 
 
No caso do presente trabalho, os modelos membranares seleccionados para os estudos 
realizados foram as vesículas unilamelares grandes (100 nm) que, tal como foi referido, 
apresentam a vantagem de serem facilmente caracterizadas. A técnica seleccionada para 
a obtenção de LUVs é descrita com detalhe no Capítulo IV. 
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2.1.3 Lípidos mais utilizados 
Como foi referido acima, os lipossomas são modelos muito versáteis, já que permitem 
uma grande variabilidade, muitas vezes conseguida devido à sua composição. Assim, os 
lípidos mais utilizados são a fosfatidilcolina (neutra) e o ácido fosfatídico, fosfatidilglicerol, 
fosfatidilcolina e fosfatidiletanolamina (com carga negativa). A fosfatidilestearilamina é 
utilizada quando se pretendem lipossomas catiónicos (42). 
A escolha dos lípidos a utilizar, em modelos membranares que mimetizem a membrana 
biológica, deve ser feita de acordo com os componentes lipídicos maioritários dessas 
membranas. Assim, tendo em conta que os fosfolípidos são os lípidos mais comuns da 
membrana biológica e que estes estão na sua maioria na forma zwiteriónica, no trabalho 
desenvolvido no âmbito desta dissertação foram escolhidos, como lípidos, os fosfolípidos 
da lecitina da gema de ovo e DPPC: 
- Fosfatidilcolina da gema de ovo (EPC): são fosfolípidos naturais extraídos da gema de 
ovo, sendo os mais abundantes na natureza; são também designados por lecitinas; 
correspondem a uma mistura de vários fosfolípidos de diferentes tamanhos e 
insaturações das cadeias hidrocarbonadas; o ácido palmítico é o ácido gordo mais 
abundante e encontra-se geralmente na posição sn-1; o ácido oleico é o segundo ácido 
gordo mais abundante e geralmente situa-se na posição sn-2; são obtidos a baixo custo e 
a pH fisiológico encontram-se na forma neutra, apresentando-se quimicamente inertes; 
ao EPC não se pode atribuir um valor definido da Tm, dado que tem uma composição 
heterogénea (normalmente a Tm encontra-se dentro do intervalo de -15 °C a -7°C e, 
portanto, lipossomas constituídos por este tipo de lípidos encontram-se no estado fluido à 
temperatura ambiente) (Figura 11) (41, 45). 
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Figura 11 – Estrutura e características da fosfatidilcolina de gema de ovo (EPC). 
Adaptado de (53). 
 
- Dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC): são fosfolípidos semi-sintéticos muito utilizados em 
investigação, pois, ao invés de constituírem uma mistura heterogénea de lípidos, são 
compostos por determinadas cadeias lipídicas (DPPC), sendo então mais facilmente 
caracterizáveis; encontram-se electricamente neutros ao pH fisiológico; a Tm descrita é de 
41,4°C (Figura 12) (26). 
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Figura 12 - Estrutura e características da dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC). Adaptado de 
(53). 
2.1.4 Caracterização e estabilidade dos lipossomas 
A caracterização dos lipossomas obtidos é feita a partir da determinação do tamanho 
médio das vesículas e da distribuição da sua carga de superfície, através de técnicas de 
dispersão de luz dinâmica. As técnicas que permitem a caracterização serão abordadas 
com maior detalhe no Capítulo III desta dissertação (42). 
Para além da caracterização de uma suspensão de lipossomas acabada de obter, não se 
pode descurar que, com o tempo, são possíveis diversas alterações que podem 
comprometer a utilização desta suspensão lipossómica. É, portanto, necessário avaliar a 
estabilidade dos lipossomas com o tempo.  
A estabilidade física das suspensões avalia-se pela estabilidade de tamanho dos 
lipossomas. As alterações físicas que podem afectar a qualidade dos lipossomas são a 
agregação, fusão, deposição, ruptura membranar e libertação do seu conteúdo (caso se 
pretenda encapsular um soluto no seu interior) (26, 42, 45). 
Para a instabilidade química contribuem os processos de hidrólise e oxidação. A 
exposição à luz, ao oxigénio e a temperaturas elevadas promovem o processo de 
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oxidação, logo, é necessário o manuseamento e armazenamento de modo a evitar estes 
factores. A hidrólise vai degradar os fosfolípidos nos seus constituintes como, por 
exemplo, os ácidos gordos, ficando estes livres em solução e contribuindo, assim, para a 
instabilidade física. Sabe-se que a hidrólise ocorre em menor extensão quando as 
temperaturas são baixas e o pH se encontra próximo da neutralidade (26, 42, 45, 54-56). 
Como se utilizam suspensões lipossómicas com água, a contaminação microbiológica é 
também possível, sendo que o seu armazenamento deve ser feito a baixas temperaturas. 
Então, diversos estudos realizados com o objectivo de determinar as condições de 
armazenamento mostram que os lipossomas, quando num tampão com pH 7,4 e 
armazenados a temperaturas que rondem os 4°C não apresentam alterações da 
estrutura membranar durante 5 a 7 dias (55, 56). Ainda assim, nestes estudos foram 
realizados ensaios utilizando lipossomas preparados no próprio dia do ensaio ou, quando 
muito, no dia anterior, de forma a que os problemas de estabilidade das vesículas 
lipídicas não afectassem a qualidade dos resultados. 
2.1.5 Utilização dos lipossomas 
A utilização dos lipossomas encontra-se disseminada pelas várias áreas do saber, já que 
existem milhares de artigos científicos publicados com referências a estas estruturas 
como modelos membranares. Assim, é possível encontrar lipossomas aplicados na 
Química-Física de lípidos, na formação de domínios lipídicos em membranas, em 
interacções celulares, na deformabilidade de sistemas lipídicos, em estudos de 
microscopia de fluorescência, nos estudos da interacção fármaco-membrana in vitro, nos 
estudos da permeabilidade da membrana e transporte de fármacos, etc. (1, 40, 57-62). 
Nas Ciências Biomédicas, os lipossomas aplicam-se em sistemas transportadores, em 
testes de diagnóstico, transfusões sanguíneas na ausência de dador apropriado, 
desintoxicação através da utilização de agentes quelantes, entre outros. Também têm 
aplicações agrícolas (na estabilização de fertilizantes), pecuárias (maturação de 
lacticínios), industriais, e em processos de purificação, recuperação, catálise ou 
conversão de energia (1, 26, 63-66). 
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3. Fármacos cardiovasculares estudados  
Os fármacos cardiovasculares estudados bloqueiam os receptores β e são utilizados 
numa variedade de condições clínicas, tais como a hipertensão, doença cardíaca 
isquémica, arritmias, desordens neurológicas e endócrinas, entre outras (67, 68). 
Os β-bloqueadores são quimicamente semelhantes ao isoproterenol (Figura 13), que é 
um potente agonista dos receptores β (67). 
 
Figura 13 – Estrutura do isoproterenol. Adaptado de (69). 
 
No geral, estes fármacos são bem absorvidos após administração oral, sendo 
rapidamente distribuídos e apresentando elevados volumes de distribuição (67). 
O seu mecanismo de acção passa, fundamentalmente, por antagonizar o efeito das 
catecolaminas nos receptores β, ou seja, os β-bloqueadores ocupam os receptores β e 
reduzem competitivamente a ocupação desses receptores pelas catecolaminas e outros 
agonistas β (67, 70). A maioria dos efeitos destes fármacos deve-se ao bloqueio dos 
receptores β, contudo, algumas das suas acções podem estar relacionadas com a 
actividade agonista parcial nos receptores β e acção local anestésica (67).  
É possível uma outra divisão deste grupo de fármacos quanto à sua afinidade relativa 
para os receptores β1 e β2. As diferenças de afinidade para estes receptores podem 
trazer consequências relevantes na clínica (67). A Tabela 3 mostra a distribuição dos 
receptores β no organismo e a principal acção resultante da sua activação. 
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Tabela 3- Distribuição dos receptores β no organismo e principal acção resultante da sua 
activação. Adaptado de (67). 
Tipo Tecido Acção 
β1 Coração Aumento da força e taxa de contracção 
β2 
Respiratório, uterino e músculo 
liso vascular 
Relaxamento do músculo liso 
Músculo-esquelético Promoção do uptake de potássio 
Fígado Activação da glicogenólise 
 
Algumas substâncias que constam deste grupo terapêutico apresentam selectividade 
para os receptores β1; outras apresentam actividade simpaticomimética intrínseca; 
outras, ainda, prolongam o potencial da acção cardíaca. Para além disso, também estão 
descritos para estes fármacos marcados efeitos directos na membrana (67, 71). 
A interacção específica com a membrana celular, que resulta no bloqueio dos receptores 
β, compreende a ligação destes fármacos directamente aos receptores β, enquanto que 
os efeitos não específicos na membrana envolvem, presumivelmente, interacções com 
outros locais, podendo muitas vezes dever-se às propriedades hidrofóbicas dos fármacos 
(70). As moléculas desta classe que apresentem características hidrofóbicas necessitam, 
inicialmente, de penetrar a bicamada de modo a permitir uma interacção com o grupo 
polar. Os β-bloqueadores menos hidrofóbicos, com para-substituintes, experimentam 
interacções razoavelmente fortes com os grupos polares da superfície dos lipossomas. A 
disrupção das cadeias acil das bicamadas possibilita alterações bioquímicas adicionais, 
que se manifestam numa variedade de acções inespecíficas. Por outro lado, para os β-
bloqueadores que experimentam interacções específicas com os grupos polares, na 
superfície da membrana, sem partição substancial, ocorre uma acção farmacológica mais 
específica (70). Há evidências que mostram que vários anfífilos catiónicos, como os β-
bloqueadores, interagem preferencialmente com lipossomas aniónicos (68).Sabe-se 
também que numa série de β-bloqueadores, a partição com os lipossomas a pH 7,4 pode 
ser de magnitude variável e pode ser dependente do estado de fluidez do lipossoma 
(estado gel ou cristalino) (70). 
A posição dos substituintes nas moléculas de β-bloqueadores condiciona, não só a 
penetração membranar, mas também o tipo de acção terapêutica dos β-bloqueadores. 
Os β-bloqueadores com substituintes nas posições orto ou meta são não-
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cardioselectivos, enquanto que os que possuem substituintes para no anel aromático 
apresentam actividade cardioselectiva (70). 
No geral, estes fármacos apresentam actividade anti-hipertensora, aumentam a 
resistência na passagem do ar, diminuem a pressão intraocular, inibem a estimulação 
simpática da lipólise, a glicogenólise é parcialmente inibida e o uso crónico aumenta os 
valores das fracções VLDL e HDL. A sua acção anestésica local tem sido atribuída a uma 
acção estabilizadora do potencial membranar (67). 
Assim, estes fármacos são utilizados em diversas patologias como: hipertensão, doença 
cardíaca isquémica, arritmias cardíacas, glaucoma, hipertiroidismo, prevenção de 
enxaquecas (devido à sua actividade simpática), angina de peito, tremores, etc. (67, 71).  
As reacções adversas mais frequentes, decorrentes da utilização deste tipo de 
fármacos, são: bradicardia sinusal, bloqueios auriculoventriculares, tonturas, possível 
agravamento da insuficiência cardíaca, náuseas, vómitos, alterações do trânsito 
intestinal, dores abdominais, depressão, insónia, alucinações, broncospasmo. Também 
estão descritas alterações metabólicas como hipertrigliceridemia, diminuição do colesterol 
HDL (excepto para os que têm actividade simpaticomimética intrínseca), hiperglicemia, 
aumento do cálcio ionizado e hipercaliemia. Efeitos secundários menos frequentemente 
descritos são a capacidade de causar impotência e de mascarar crises de hipoglicemia, 
astenia, alterações visuais, parestesias, agravamento do síndrome de Raynaud, das 
crises hipoglicémicas e da psoríase (71).  
Quanto às interacções resultantes da utilização concomitante de fármacos β-
bloqueadores com outros fármacos distinguem-se a interacção existente com o 
verapamilo e diltiazem. Os β-bloqueadores podem ainda potenciar os efeitos da insulina e 
antidiabéticos orais. Por outro lado, a utilização de AINES pode contrariar o efeito anti-
hipertensor dos β-bloqueadores. A utilização destes fármacos em conjunto com 
antidepressores tricíclicos e fenotiazinas pode potenciar o seu efeito (71).  
3.1   Propranolol 
O propranolol é o protótipo dos fármacos β-bloqueadores, não apresentando 
cardioselectividade, actividade simpaticomimética intrínseca e nem efeito bloqueador α. 
Apesar de ser quase completamente absorvido após administração oral, sofre extensa 
metabolização hepática e por isso, a sua biodisponibilidade é baixa (só cerca de 25% 
chega à circulação sistémica), sendo dependente da dose. Cerca de 90% do propranolol 
                                                          Enquadramento teórico – Fármacos cardiovasculares 
55 
 
circulante encontra-se ligado a proteínas plasmáticas. O propranolol é um fármaco 
lipossolúvel, que é utilizado na forma de cloridrato de propranolol de forma a facilitar a 
sua solubilidade no meio aquoso (67, 72, 73)(71). 
Os seus efeitos terapêuticos derivam do facto de bloquearem os receptores β1 e β2 e 
estão reconhecidos no tratamento das enxaquecas, profilaxia da ansiedade, tratamento 
da privação do álcool, tremores, ansiedade, hipertiroidismo e hipertensão. A sua 
actividade anti-hipertensiva está relacionada com a sua actividade ao nível cerebral, onde 
este fármaco, por ser lipofílico, chega com facilidade. O propranolol tem ainda actividade 
aterogénica (67, 74) e as propriedades anestésicas locais deste fármaco, dado que é 
lipossolúvel, parecem contribuir para os seus efeitos anti-arrítmicos (71, 74). 
O propranolol apresenta concentrações terapêuticas no plasma que se encontram no 
intervalo entre 0,05 a 1 μg/mL. Estão, então, definidas posologias entre 40 e 320 mg/dia 
de propranolol (71-73). 
Os efeitos adversos mais frequentes são a sedação, distúrbios do sono e depressão. 
Estes efeitos adversos estão relacionados com o facto de o propranolol ser lipofílico e, 
portanto, atravessar com facilidade a barreira hemato-encefálica. Por outro lado, dado 
que é um bloqueador não selectivo dos receptores β, pode desencadear episódios de 
asma, pois bloqueia também os receptores β2 (67). 
A Tabela 4 mostra as formulações farmacêuticas com propranolol existentes no mercado 
português:. 
3.2   Acebutolol 
O acebutolol é um β-agonista parcial. Por isso, apresenta actividade simpaticomimética 
intrínseca e é cardioselectivo, sendo utilizado na hipertensão e angina de peito. O facto 
de apresentar actividade simpáticomimética intrínseca faz com que produza menos 
bradicardia, e menos alterações lipídicas que outros β-bloqueadores. Por outro lado, 
devido ao facto de ser cardioselectivo faz com que a sua utilização seja menos 
susceptível de causar crises de broncospasmo. Para além disso, o acebutolol não tem 
efeito bloqueador α (67, 71). 
Este é um fármaco bem absorvido após administração oral e apresenta biodisponibilidade 
de cerca de 40%. Sofre metabolização hepática extensa e apenas 26% do fármaco se 
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encontra ligado a proteínas plasmáticas. Como é um fármaco menos lipofílico que o 
propranolol, não atravessa a barreira hemato-encefálica (72, 73, 75). 
No entanto, é ainda assim muito útil no tratamento da hipertensão arterial e arritmia 
ventricular (75). 
O acebutolol apresenta um pico plasmático de 0,7 μg/mL após a administração oral de 
400 mg de fármaco. Estão, então, definidas posologias entre 200 e 800 mg de 
acebutolol (71-73). 
Os efeitos adversos normalmente associados à sua utilização são a hipotensão e 
bradicardia, insónia, fadiga e tonturas (71, 75). 
Na Tabela 4 são apresentadas as formulações farmacêuticas com acebutolol existentes 
no mercado português. 
Tabela 4 - Especialidades farmacêuticas que contêm propranolol e acebutolol disponíveis 
no mercado português. Adaptado de (71). 
Fármaco 
Nome do 
medicamento 
Dosagem/Composição Forma farmacêutica 
Propranolol 
Inderal-LA 80 80 mg 
Cápsulas de libertação 
prolongada 
Inderal-LA 160 mg 
Cápsulas de libertação 
prolongada 
Inderal 40 mg Comprimidos revestidos 
Inderal 10 mg Comprimidos revestidos 
Inderal 1 mg/mL Solução injectável 
Acebutolol Prent 200 mg Comprimidos 
 
A Tabela 5 apresenta um resumo das características dos fármacos estudados neste 
trabalho: 
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Tabela 5 – Resumo das características farmacológicas do propranolol e acebutolol. 
Adaptado de (67). 
Característica Acebutolol Propranolol 
Selectividade β1 Sem 
Actividade agonista parcial Sim Não 
Acção anestésica local Sim Sim 
Lipossolubilidade Baixa Elevada 
Semi-vida, eliminação (horas) 3-4 3,5-6 
Biodisponibilidade aproximada 50 30 (dependente da dose) 
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4. Sondas de fluorescência usadas nos estudos biofísicos 
membranares 
As sondas de fluorescência são fluoróforos extrínsecos inseridos no sistema membranar 
a estudar, e são frequentemente utilizados em estudos de alteração da ordem da 
membrana e da sua fluidez, já que apresentam dinâmicas rotacionais diferentes no 
estado excitado para diferentes ambientes lipídicos (1, 76). É possível avaliar a fluidez 
membranar através de estudos de anisotropia das sondas de fluorescência, uma vez que, 
alterações na rigidez da matriz lipídica que envolve a sonda levam a alterações no 
movimento rotacional desta e, como tal, provocam alterações na anisotropia (41, 77). Por 
outro lado, as sondas de fluorescência permitem a obtenção de informação variada a 
partir da análise dos seus espectros de excitação e emissão, do rendimento quântico de 
fluorescência e do tempo de vida no estado excitado (78, 79). Quimicamente, as sondas 
são fluoróforos geralmente hidrofóbicos ou anfifílicos, e a interpretação do seu 
comportamento depende, em larga escala, da sua localização na bicamada lipídica (77). 
As vantagens associadas ao seu uso são: 
- obtenção de informação sobre a polaridade e microviscosidade da matriz membranar 
em estudo (41, 78); 
- monitorização de regiões específicas da membrana devido à existência de sondas 
diferentes com localizações bem definidas (41, 78); 
- minimização das perturbações lipídicas que possam eventualmente ocorrer devido à 
sua inclusão na membrana, uma vez que podem ser utilizadas em baixas concentrações 
(41, 78). 
As características que um composto deve possuir para ser utilizado como uma sonda de 
fluorescência são: 
- um coeficiente de partição membrana-fase aquosa o maior possível para, desta forma, 
se encontrar incorporado na sua quase totalidade na bicamada lipídica; em alternativa, 
terá de possuir um rendimento de fluorescência na fase aquosa praticamente nulo (55, 
76); 
- um valor de rendimento de fluorescência na membrana elevado, de modo a que a razão 
sinal/ruído seja aceitável (55); 
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- valores de rendimento de fluorescência semelhantes para diferentes fases lipídicas (76); 
- um valor no tempo de vida do estado excitado significativo para que seja possível a 
utilização de uma baixa concentração de sonda (55); 
- uma elevada diferença na anisotropia de estado estacionário para diferentes fases 
lipídicas (76). 
Quando satisfeitos, estes requisitos permitem a utilização da sonda em quantidades 
bastante inferiores às de lípido e de desactivador de fluorescência (fármaco), não 
interferindo, assim, com as características físico-químicas dos sistemas (55). 
As sondas de fluorescência permitem avaliar qualitativamente as alterações globais da 
fluidez da membrana mas, a interpretação directa dos resultados experimentais deve 
revestir-se de cuidados, já que as alterações na fluidez devidas a agentes que perturbem 
as membranas não são uniformes em todos os segmentos das cadeias de ácidos gordos, 
e a sonda pode também influenciar os resultados (41). 
Existem, então, algumas condicionantes no estudo da fluidez com sondas fluorescentes 
que colocam em causa a validade deste parâmetro, tais como: a localização do fluoróforo 
na bicamada lipídica, o impedimento dos movimentos rotacionais das sondas inseridas 
nas membranas e a alteração no tempo de vida do estado excitado do fluoróforo (41). 
Estas condicionantes serão a seguir descritas com mais detalhe. 
Localização do fluoróforo na bicamada lipídica 
A incerteza da localização da sonda na bicamada lipídica pode conduzir à incerteza 
quanto ao tipo de alteração de anisotropia ocorrido, e poderá levar à dúvida se se tratará 
apenas de uma alteração da posição da sonda ou de uma verdadeira alteração da 
estrutura da membrana (41, 78). 
É então necessária a utilização de sondas que possuam um comportamento ao nível da 
emissão bem caracterizado, bem como um local de solubilização membranar bem 
definido (e.g. sondas da série n-AS; DPH; TMA-DPH e ANS) (41). 
Impedimento dos movimentos rotacionais das sondas inseridas nas membranas 
Quando uma molécula fluorescente num solvente isotrópico é excitada por luz polarizada, 
a anisotropia de fluorescência (r) decai exponencialmente com o tempo, aproximando-se 
de zero (78, 80). É, então, uma despolarização por decaimento exponencial, descrito pela 
equação de Perrin (Equação 1) (77, 78, 80): 
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Equação 1
 
em que   é o tempo de vida do fluoróforo no estado excitado,   é o tempo de correlação 
rotacional e 0r  é a anisotropia fundamental. 
No caso de a sonda se encontrar num ambiente anisotrópico de uma membrana, a sua 
rotação é impedida e a anisotropia de fluorescência decai, mas para um valor finito, 
diferente de zero r  (41, 78, 80). Para descrever o decaimento em meios anisotrópicos é 
utilizada a equação de Perrin modificada (Equação 2) (78, 80): 
 

 


 r
rr
r 0
   
Equação 2
 
  e r  representam diferentes limitações à rotação do fluoróforo. O valor de   depende 
da resistência local à rotação (microviscosidade local) e r  reflecte principalmente a 
limitação que o ambiente local da sonda impõe à extensão da sua rotação (78, 80). 
Estes impedimentos ao movimento rotacional da sonda em meios anisotrópicos poderiam 
levar a preferir estudos de anisotropia resolvida no tempo (que permitem determinar r ), 
em alternativa à anisotropia em estado estacionário. Contudo, a utilização de um 
comprimento de onda de excitação bem definido (uma vez que o valor da anisotropia 
varia com a variação do comprimento de onda de excitação) e a execução das 
determinações a temperaturas às quais a membrana esteja na fase fluida, permite a 
rotação desimpedida das sondas ( r  muito próximo de zero) (41, 77, 78). Nestas 
condições, o tempo de correlação θ é obtido através da equação de Perrin para 
ambientes isotrópicos, partindo de valores de anisotropia de estado estacionário (rss) (78). 
A partir da equação de Stokes-Einstein (Equação 3) e dos valores de θ é possível saber 
da microviscosidade da membrana ( ) (78): 
RT
V

    
Equação 3
 
onde T é a temperatura em K, R é a constante dos gases perfeitos e V é o volume da 
unidade rotacional. Para cada sonda, V/RT permanece invariável, logo, alterações no 
valor da   irão reflectir-se em alterações do valor de   que, por sua vez, se irão reflectir 
em alterações dos valores de r (78). 
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Desta forma, não há a necessidade da conversão dos valores de anisotropia em valores 
de microviscosidade, concluindo-se que, quanto mais elevada a anisotropia de uma 
sonda de fluorescência inserida no ambiente membranar, maior a microviscosidade da 
membrana. Por outro lado, assumindo que a fluidez membranar é inversamente 
proporcional à microviscosidade; a fluidez da membrana também pode ser entendida em 
termos de movimento anisotrópico das cadeias acil dos fosfolípidos (quanto maior a 
anisotropia, menor a fluidez membranar) (78). 
Alteração no tempo de vida do estado excitado do fluoróforo 
As variações da anisotropia, devido a concentrações crescentes de fármaco, podem 
resultar de uma verdadeira alteração da microviscosidade da membrana ou de uma 
alteração intrínseca do fluoróforo que corresponde a variações no tempo de vida do 
estado excitado da sonda - (41, 77). 
É, então, necessária a correcção das medidas de anisotropia para descontar a influência 
das variações intrínsecas do  (determinado através do estudo de desactivação de 
fluorescência colisional entre a sonda e o desactivador – substância em estudo) (41, 78). 
A partir de 0, tempo de vida característico de cada sonda (descrito na literatura) e de I0/I, 
obtido por estudos de desactivação de fluorescência colisional (em que há uma 
diminuição dos tempos de vida e da intensidade de fluorescência), é possível calcular a 
alteração no tempo de vida do estado excitado do fluoróforo  (78). 
4.1   Sonda DPH 
A anisotropia de fluorescência com 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno (DPH) - uma sonda que se 
sabe estar localizada no núcleo hidrofóbico da bicamada - é uma técnica muito utilizada 
para avaliar o efeito de fármacos na fluidez e na ordem estrutural da membrana lipídica 
(1, 77, 81, 82). 
Esta sonda apresenta uma cadeia carbonada insaturada com 2 anéis benzénicos ligados 
nas suas posições extremas (Figura 14) e, na literatura, o seu comprimento de onda de 
excitação é de 336 nm (41, 81, 83). 
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Figura 14 - Estrutura química da sonda 1,6-difenil-1,3,5-hexatrieno. A estrutura foi 
desenhada usando o software MarvinSketch 5.3.1 desenvolvido pela ChemaxonTM. 
A sonda DPH apresenta vantagens espectrais e propriedades estruturais que permitem a 
sua utilização para a determinação da ordem e da fluidez das bicamadas lipídicas dos 
lipossomas, membranas biológicas e células, bem como para detectar alterações na 
fluidez que possam acompanhar a transição de fase principal (da fase gel para a fase 
fluida ou líquido-cristalina) (76, 77, 82): 
- apresenta um elevado coeficiente de extinção e elevado rendimento quântico de 
fluorescência em solventes não aquosos, o que possibilita a utilização de pequenas 
quantidades de sonda - daí minimizando as perturbações nas membranas - permitindo a 
obtenção de informação estrutural e dinâmica sobre as membranas (77); 
- a molécula de DPH é uma molécula muito hidrofóbica logo, apresenta elevada afinidade 
para localizações profundas nas membranas (7,8 Å a partir do centro da bicamada) (84). 
Além disso, a DPH é uma molécula longa com uma cadeia hidrocarbonada de 14 Å de 
comprimento, e tem a forma de bastonete rígido que permite o seu empacotamento entre 
as cadeias de ácidos gordos dos fosfolípidos (Figura 15) (77, 81, 82, 85-87); 
- apresenta as vantagens referidas acima - elevada diferença na anisotropia de estado 
estacionário para diferentes fases lipídicas (a anisotropia de fluorescência diminui com o 
aumento da temperatura na transição de fase gel/fluido); coeficiente de partição próximo 
da unidade e valores de rendimento de fluorescência semelhantes para diferentes fases 
lipídicas (76). 
A DPH é ainda uma sonda que partilha igualmente entre os diferentes domínios laterais 
lipídicos na membrana, sem diferenças de concentração entre domínios lipídicos 
ordenados e desordenados, e está uniformemente distribuída entre todas as regiões 
lipídicas de uma célula viva (77). 
                                                             Enquadramento teórico – Sondas de Fluorescência 
63 
 
 
Figura 15 – Representação esquemática da localização da sonda de fluorescência no 
interior hidrofóbico de bicamadas de lipossomas multilamelares e de vesículas pequenas. 
Adaptado de (82). 
Relativamente ao seu movimento, a sonda DPH pode mover-se livremente na região 
transversa das cadeias acil até ao centro hidrofóbico da bicamada (86). A rotação à volta 
do eixo longitudinal não despolariza a luz emitida, e só o movimento oscilante à volta do 
eixo que fica no plano da membrana pode ser observado. 
4.2   Sonda TMA-DPH 
O efeito de uma substância na ordem estrutural da membrana lipídica pode ser estudado 
pela determinação da anisotropia de fluorescência em estado estacionário da sonda 
TMA-DPH, (1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno) incorporada nos lipossomas, 
em função da temperatura (81, 88). 
Na sua estrutura, esta sonda apresenta um grupo catiónico ligado ao anel fenilo da DPH 
(Figura 16), e o seu comprimento de onda de excitação, referido na literatura, é de 355 
nm (81, 84). 
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Figura 16 - Estrutura química da sonda 1-(4-trimetilamoniofenil)-6-fenil-1,3,5-hexatrieno. 
A estrutura foi desenhada usando o software MarvinSketch 5.3.1 desenvolvido pela 
ChemaxonTM. 
 
Devido à presença de um grupo catiónico na sua estrutura, a sonda TMA-DPH está 
ancorada na interface aquosa da membrana a 10,9 Å a partir do centro da bicamada e 
encontra-se fixa na região externa das cadeias acil (81, 84, 86). De acordo com esta 
localização membranar, a TMA-DPH permite monitorizar alterações na ordem lipídica na 
região mais próxima da interface água/membrana, a uma distância correspondente entre 
C10-C14 a partir da interface água/membrana (84, 88). 
A escolha desta sonda anfipática tem dois propósitos (88, 89): 
 - a presença do grupo TMA ancorado na região da interface permite observar a 
interacção do fármaco com esta localização mais superficial da membrana ;  
 - o alinhamento paralelo da sua parte estrutural semelhante à DPH, com as cadeias 
hidrofóbicas dos fosfolípidos, permite a possível observação de alterações da fluidez da 
cadeia lipídica. 
Uma das vantagens da utilização deste fluoróforo prende-se com o facto de evitar uma 
distribuição heterogénea da sonda na bicamada e minimizar, devido à repulsão 
electrostática do grupo cabeça da sonda, uma segregação que poderia surgir da baixa 
miscibilidade de uma sonda hidrocarbonada numa fase carbonada (88). 
+ 
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4.3   Sonda ANS 
A sonda ANS (ácido 8-anilino-1-naftalenosulfónico) (Figura 17) liga-se fortemente a 
grupos catiónicos de proteínas e poliaminoácidos, e é extensivamente utilizada na 
caracterização dos locais de ligação de proteínas. Esta sonda é muitas vezes 
considerada como uma sonda não fluorescente quando ligada a locais de ligação a 
proteínas expostos (90). 
 
 
Figura 17 – Estrutura química da sonda ácido 8-anilino-1-naftalenosulfónico (ANS). A 
estrutura foi desenhada usando o software MarvinSketch 5.3.1 desenvolvido pela 
ChemaxonTM. 
É uma sonda não-covalentemente incorporada nos lipossomas (91). 
O seu rendimento quântico e energia de emissão são afectados pela polaridade do 
solvente e viscosidade, e é muito utilizada no estudo de alterações estruturais induzidas 
por uma grande variedade de compostos em membranas naturais ou artificiais (90, 91). 
É uma sonda de eleição, já que a sua interferência com as propriedades da membrana é 
negligenciável e tem características de absorção convenientes para a sua utilização nos 
estudos de interacção de fármacos com lipossomas (91). 
  
- 
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Resumo 
Enquanto que a sonda ANS se encontra localizada à superfície membranar, na interface 
aquosa, as sondas DPH e TMA-DPH estão localizadas na bicamada lipídica (86). 
A sonda DPH encontra-se mais profundamente localizada no interior da bicamada 
lipídica, enquanto que a sonda TMA-DPH está posicionada mais próxima das cabeças 
polares da membrana (Figura 18) (92) . 
A anisotropia de fluorescência com as sondas DPH e TMA-DPH relaciona-se com a 
mobilidade no ambiente envolvente da sonda, ou seja, reflecte a ordem das cadeias acil. 
Estudos com membranas marcadas com estas sondas permitem, por exemplo, 
determinar a influência de fármacos na microviscosidade e ordem membranar. 
A fluorescência da sonda ANS ocorre apenas por ligação desta à superfície membranar, 
permitindo estudar, quando na presença de fármacos, se esta ligação é afectada, sinal de 
que o fármaco em questão se ligaria igualmente à superfície membranar, impedindo a 
ligação da sonda.  
Assim, utilizando uma série de sondas bem caracterizadas e com localizações diferentes 
ao nível da membrana, é possível reunir uma série de informações distintas sobre a 
influência de fármacos ou outros compostos na biofísica membranar. Foi com base neste 
pressuposto que estas sondas foram escolhidas no âmbito do presente trabalho, para 
avaliar a acção dos fármacos cardiovasculares ao nível das propriedades biofísicas da 
membrana como será descrito nos capítulos seguintes. 
 
Figura 18- Diagrama esquemático das localizações propostas para as sondas DPH, TMA-
DPH e ANS. As linhas quebradas representam tipos de movimentos possíveis.  
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III. Técnicas biofísicas para análise da interacção dos 
fármacos cardiovasculares com as membranas 
1. Determinação do coeficiente de partição por 
espectrofluorimetria e espectrofotometria derivativa 
1.1   Definição e necessidade de determinação deste parâmetro 
Um fármaco encontra muitas barreiras desde que entra no organismo até ao seu local de 
actuação (Figura 19). As barreiras encontradas podem ser físicas (membranas), físico-
químicas (solubilidade, pH) ou bioquímicas (metabolismo). Cada barreira atenua a 
quantidade de fármaco que chegará ao local activo (93). 
 
Figura 19 – Esquema descritivo das barreiras que condicionam a chegada dos fármacos 
ao local alvo da sua acção terapêutica. Adaptado de (94, 95). 
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A passagem dos fármacos através das membranas celulares é, então, determinante para 
que o fármaco atinja os locais alvo em concentração suficiente para permitir uma 
actividade biológica e, logo, uma resposta terapêutica (96). A passagem através das 
membranas pode dar-se por transporte activo (através de transportadores específicos), 
por difusão facilitada (através de canais iónicos) ou de forma passiva envolvendo uma 
difusão simples a favor do gradiente de concentração (Figura 20). 
 
Figura 20 – Representação esquemática do transporte de fármacos através da 
membrana. 
 
Embora alguns fármacos sejam transportados activamente por transportadores como a p-
glicoproteína (P-gp), a maior parte dos fármacos atravessa as membranas por um 
mecanismo de permeação passiva. O transporte passivo dos fármacos através das 
membranas, para acederem aos locais de actuação, implica a existência de um equilíbrio 
adequado entre lipossolubilidade (solubilidade nas membranas) e hidrossolubilidade 
(solubilidade em ambientes aquosos, como o sangue e o citosol). Este equilíbrio 
determina a lipofilia do fármaco. É necessário um determinado grau de lipofilia para que 
a penetração nas membranas biológicas seja possível. No entanto, valores muito 
elevados de lipofilia, apesar de vantajosos no que se refere à elevada permeabilidade 
membranar e à distribuição nos tecidos, implicam também maior bioacumulação e 
possibilidade de toxicidade elevada. De facto, fármacos altamente lipofílicos têm uma 
solubilidade menor em água e, como tal, uma fraca eliminação renal, tendo ainda 
tendência a estabelecerem ligação às proteínas plasmáticas e a acumularem-se nas 
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reservas lipídicas, com consequente toxicidade decorrente da longa permanência no 
organismo. A lipofilia é, então, uma característica físico-química fulcral para o estudo da 
farmacocinética e farmacodinâmica dos fármacos, pois tem sido associada a diversos 
processos ao nível do organismo, tais como: transporte através de membranas, efeitos 
terapêuticos, efeitos tóxicos, fenómenos de bioacumulação em tecidos e acumulação 
ambiental (41, 97-99). Assim, para além da lipofilia ser importante para perceber o 
comportamento de um fármaco in vivo é, também, um óptimo indicador para a análise in 
vitro dos fármacos recém-sintetizados, permitindo fazer uma pré-selecção daqueles que 
serão mais promissores.  
A forma mais comum de avaliar a lipofilia in vitro é através do coeficiente de partição, 
que se define pela razão da concentração de uma substância na fase orgânica pela 
concentração da mesma substância na fase aquosa1 (Equação 4) (1, 100): 
 
aquosa
orgânica
p
]A[
A
K     Equação 4 
Para valores de Kp elevados (> 100), a probabilidade do fármaco interagir com o receptor 
por uma via transmembranar, ou de penetrar a membrana a uma profundidade adequada 
que permita a sua difusão até ao local activo, é maior (41). Assim, pelas razões atrás 
apontadas, o coeficiente de partição é um parâmetro indispensável tanto nos estudos 
prévios de fármacos recém-sintetizados, como na compreensão do mecanismo de acção 
dos fármacos, uma vez que permite avaliar a sua lipofilia e daí concluir acerca da sua 
solubilidade e permeabilidade (Figura 21). 
 
Figura 21 – Possíveis localizações do fármaco num modelo membranar lipídico de acordo 
com as suas características de solubilidade e permeabilidade. Adaptado de (101). 
                                                 
1
 O coeficiente de partição é definido pela IUPAC em termos de actividades e a correspondência para 
concentrações é denominada razão de partição, mas dada a prática comum em literatura biológica do 
coeficiente de partição, neste trabalho adoptou-se esta nomenclatura. 
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1.2   Sistemas octanol/água e lípido/água 
1.2.1 Coeficiente de partição de fármacos no sistema octanol/água 
(Kp O/A) 
O coeficiente de partição no sistema octanol/água é o parâmetro mais vulgarmente 
utilizado na determinação da lipofilia de um composto (41, 97, 102). A razão para este 
sistema, ainda hoje, ser o mais amplamente utilizado está associada ao facto de ter sido 
o primeiro sistema a ser escolhido para a determinação da partição de compostos e, 
também, por ser uma técnica que revela alguma facilidade de execução, já que consiste 
na razão entre a concentração de um composto na fase orgânica (n-octanol) e na fase 
aquosa (41). Desta forma, uma determinação da partição de um composto no sistema 
octanol/água (Kp O/A) implica apenas realizar uma experiência, em que se adiciona uma 
quantidade conhecida de composto a um sistema bifásico constituído por um solvente 
orgânico (n-octanol), que mimetiza a fase lipofílica, e água e, após a separação das fases 
orgânica e aquosa, determina-se a quantidade de substância presente em cada uma das 
fases. Contudo, ao utilizar o sistema octanol/água é possível ocorrer uma simplificação 
exagerada, tendo em conta que os resultados nele obtidos são extrapolados para um 
sistema do tipo fase membranar/aquosa, e correlacionados com a sua actividade 
biológica (1, 102). 
De facto, as membranas biológicas não podem ser mimetizadas correctamente pelo 
octanol, pois não são exclusivamente lipofílicas. As membranas biológicas são 
constituídas por uma bicamada de fosfolípidos e, portanto, apresentam características 
anfipáticas, sendo constituídas por uma zona interna de características apolares e duas 
zonas externas voltadas para o exterior e interior celular de natureza polar, o que permite 
concluir que o modelo do cálculo do Kp O/A não traduz as interacções mais complexas 
entre as membranas e o fármaco, sendo então limitada a sua aplicação (41, 97). 
A fraca correlação com a partição dos compostos nos sistemas membranar/aquoso, bem 
como o facto de o n-octanol ser relativamente tóxico e poluidor (aspectos opostos à ideia 
de química verde), fazem com que a utilização do sistema octanol/água tenha sido 
preterida para efectuar o cálculo do Kp (41).  
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1.2.2 Coeficiente de partição de fármacos no sistema lípido/água (Kp 
L/A) 
Os sistemas octanol/água têm sido substituídos eficazmente pelos lipossomas e micelas 
devido às semelhanças que apresentam com as membranas naturais e, também, por 
permitirem o estudo das influências electrostáticas aquando dos fenómenos de partição, 
tendo em conta que forças hidrofóbicas, electrónicas e estéricas contribuem para a 
interacção total das membranas com a molécula de fármaco (Figura 22) (41, 97, 98, 102). 
 
Figura 22 – Representação esquemática da determinação dos coeficientes de partição de 
um fármaco em sistemas bifásicos. 
Comparando os valores de Kp de espécies neutras, obtidos em sistemas octanol/água e 
lípido/água, é possível verificar que os valores não diferem muito, já que nas espécies 
neutras prevalecem as ligações hidrofóbicas que são eficientemente contabilizadas nos 
dois sistemas. O mesmo não acontece com os coeficientes de partição dos compostos 
anfipáticos ou dos compostos electricamente carregados ao pH dos estudos, em que 
os valores de Kp são diferentes consoante os sistemas onde tenham sido determinados. 
Tal acontece porque o comportamento da partição destes compostos é determinado pela 
sua lipofilia, equilíbrio ácido-base, potencial para promover ligações de hidrogénio e 
sensibilidade conformacional em relação à polaridade do meio (bicamada)(1). Ou seja, o 
sistema octanol/água não contempla a possibilidade de se estabelecerem outro tipo de 
ligações para além das ligações hidrofóbicas, ao contrário do que acontece nos sistemas 
lípido/água, em que as ligações do tipo electrostático também são contabilizadas (Figura 
23). 
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Figura 23 – Representação esquemática das diferenças entre a determinação do 
coeficiente de partição octanol/água e lípido/água em função da lipofilia dos fármacos em 
estudo. 
 
Para além das vantagens que decorrem da melhor correlação entre os sistemas lipídicos 
e o comportamento observado nas membranas, os agregados lipídicos (micelas e 
lipossomas) são também fáceis de preparar e manusear, e não apresentam os problemas 
de toxicidade decorrentes do uso de solventes orgânicos (97). 
1.3   Métodos utilizados na determinação do coeficiente de partição 
Existem várias metodologias descritas na literatura para a determinação experimental do 
Kp em sistemas bifásicos lípido/água. Estas metodologias encontram-se distribuídas em 
dois grandes grupos: métodos que recorrem à separação de fases e métodos que não 
recorrem à separação de fases. 
1.3.1 Métodos que recorrem à separação de fases 
Estas metodologias consistem na separação inicial da fase lipídica e da fase aquosa, 
após a qual se procede ao doseamento directo e em separado das moléculas de soluto 
distribuídas em cada uma das fases (102). 
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Caso não exista um sinal físico (geralmente espectroscópico) que seja directamente 
relacionado com uma das espécies do composto a dosear (espécie livre em solução 
aquosa ou ligada à fase lipídica), estes são os métodos de eleição (102). 
As desvantagens frequentemente observadas com estas metodologias prendem-se com 
a incompleta separação de fases e com a perturbação das condições de equilíbrio 
estabelecido entre as moléculas do composto ligado à fase lipídica e livre na fase aquosa 
(97, 102).  
Face às desvantagens enumeradas optou-se no trabalho desenvolvido por recorrer a 
métodos que não exigem a separação de fases. 
1.3.2 Métodos que não recorrem à separação de fases 
Nos métodos que não recorrem à separação de fases, as medidas são efectuadas sem 
alteração das condições de equilíbrio, sendo a determinação do coeficiente de partição 
efectuada directamente nas soluções, nas quais o fármaco no agregado lipídico se 
encontra em equilíbrio com o fármaco livre em solução (100, 102). A determinação do Kp 
é efectuada por avaliação da alteração das propriedades de um dos componentes do 
sistema (41): 
- Propriedades do fármaco após interacção com o agregado lipídico mimético da 
membrana (propriedades espectroscópicas, características ácido-base);  
- Propriedades do agregado lipídico por acção do fármaco (permeabilidade, fluidez, 
tensão superficial, temperatura de transição de fase, carga superficial, entre outras); 
- Propriedades de uma terceira molécula incorporada no sistema, funcionando como uma 
sonda e cuja variação das propriedades em função da interacção molecular é usada para 
avaliar a extensão da interacção. 
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1.3.2.1 Técnicas de espectroscopia óptica 
1.3.2.1.1 Espectrofotometria derivativa 
Uma vez que as características espectrais de um fármaco estão intrinsecamente 
relacionadas com as interacções moleculares do seu ambiente circundante, na 
espectrofotometria de absorção no UV-Vis em meios heterogéneos, tais como micelas e 
lipossomas, as alterações das características espectrais desse fármaco (absortividade 
molar, ε e/ou comprimento de onda de absorção máximo, λmáx) podem indicar que a 
molécula se localiza em meios com características de polaridade distintas (41, 98, 102, 
103). Estas alterações podem, assim, ser utilizadas para a determinação do coeficiente 
de partição do fármaco entre a fase aquosa e lipídica. A quantificação do Kp a um valor 
fixo do comprimento de onda é possível, caso existam desvios batocrómicos ou 
hipsocrómicos na ordem dos 5 a 10 nm entre os espectros do fármaco distribuído pela 
fase aquosa e lipídica e/ou caso ocorra uma variação no valor de ε (maior ou igual a 
10%) entre os dois solventes (104). Os desvios batocrómicos correspondem a desvios do 
λmáx para valores superiores a este e indicam a presença do fármaco num microambiente 
mais apolar; já os desvios hipsocrómicos são desvios do λmáx para valores inferiores e 
indicam que o fármaco se encontra num microambiente mais polar (104).  
O recurso à espectrofotometria UV-Vis, para a determinação do Kp de um fármaco, 
apresenta bastantes vantagens pois, além da maioria dos compostos possuir 
propriedades espectroscópicas facilmente mensuráveis, que dependem da natureza 
química do meio e são proporcionais à concentração do composto em cada uma das 
fases, acresce ainda a sensibilidade da técnica, que permite o uso de concentrações 
semelhantes às encontradas em sistemas naturais (41, 104). Assim, em condições de 
aplicabilidade da lei de Lambert-Beer, o Kp pode ser determinado a partir da seguinte 
equação (Equação 5): 
   
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Equação 5
 
sendo AbsT, Absm e Absa a absorvância do composto total, em lípido e em água, 
respectivamente; Kp o coeficiente de partição (adimensional); [L] a concentração de lípido 
(molL-1) e Vφ o volume molar lipídico (Lmol
-1) (78). Sabendo a concentração de fármaco e 
a sua absorvância em fase aquosa (Absa), é possível calcular Absm a partir da curva Abs 
versus [L] (102). 
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No entanto, a presença de estruturas micro-heterogéneas, de tamanhos não 
negligenciáveis, causa a dispersão da luz (97, 98, 103, 105, 106). Esta dispersão ocorre 
principalmente a comprimentos de onda inferiores a 300 nm, provocando uma diminuição 
da quantidade de luz que atinge o detector (41, 98, 107). A dispersão de luz é um 
problema comum em análise espectrofotométrica de amostras farmacêuticas e 
biológicas, e advém da presença de partículas em suspensão que interferem com a luz 
incidente. Podem considerar-se dois tipos de dispersão (108): dispersão de Rayleigh, que 
ocorre quando as partículas são pequenas comparativamente ao comprimento de onda 
(λ), e é inversamente proporcional à quarta potência de λ ; e dispersão de Tyndall, que 
ocorre quando as partículas são grandes, e é inversamente proporcional ao quadrado de 
λ. 
Estas interferências espectroscópicas, bem como a absorvância das próprias 
microestruturas, dificultam grandemente a análise das variações da absorvância do 
fármaco, impedindo a correcta avaliação da sua partição (41). A separação dos 
agregados lipídicos por centrifugação, filtração por membranas, diálise ou cromatografia 
em coluna tem sido usada para obter soluções límpidas, sem o problema da dispersão de 
luz. Mas, para além da morosidade inerente, estas metodologias podem perturbar o 
equilíbrio do sistema. Diversos métodos foram desenvolvidos para eliminar a perturbação 
causada pela dispersão de luz sem recorrer a técnicas de separação, nomeadamente: o 
uso da subtracção de referências contendo a mesma concentração de microagregados; a 
modelação da dispersão; a análise multicomponente; e o recurso ao método da 
espectrofotometria derivativa, sendo este último um dos mais eficientes e de mais fácil 
aplicação (41, 97, 98, 105, 109). Efectivamente, a espectrofotometria derivativa apresenta 
várias vantagens relativamente à espectrofotometria de ordem zero, tais como: o facto de 
o equilíbrio não ser afectado; obtenção de uma melhor resolução das bandas 
sobrepostas; e eliminação das interferências espectrais da dispersão de luz (Figura 24) 
(41, 97, 98, 102, 110).  
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Figura 24 - Espectros de absorção (superior) e espectros de primeira (inferior esquerda) e 
segunda (inferior direita) derivadas de suspensões de lipossomas de concentrações 
crescentes. É visível que o espectro de segunda derivada anula a dispersão da luz 
causada pelos lipossomas.  
A determinação do Kp por espectrofotometria derivativa é possível através da seguinte 
equação (Equação 6) (41, 78): 
   
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em que,  


n
nAbs
D        Equação 7 
sendo DT, Dm e Da os valores de derivadas da absorvância do composto total, em lípido e 
em água respectivamente; Kp o coeficiente de partilha (adimensional); [L] a concentração 
de lípido (molL-1) e Vφ o volume molar lipídico (Lmol
-1) (78). Sabendo a concentração de 
fármaco e a derivada da sua absorvância em fase aquosa (Da), o cálculo do Kp efectua-se 
por ajuste da Equação 6 aos dados experimentais (D versus [L]) a partir de um método 
de regressão não linear, em que Dm e Kp são parâmetros ajustáveis (78, 111).  
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É possível o cálculo do Kp a partir dos valores da derivada a qualquer comprimento de 
onda, contudo, a sua escolha exige algum cuidado. O método do pico máximo é o 
aconselhado, de modo a aumentar a reprodutibilidade e razão sinal-ruído ou seja, os 
valores devem ser obtidos no λmáx do espectro de absorção, já que na sua vizinhança 
pequenas incorrecções não alteram grandemente os valores de ΔD (111). Mais uma vez, 
o facto da dispersão da luz ser mais importante a comprimentos de onda baixos e afectar 
preferencialmente as bandas fracas, reforça a necessidade de se obterem os valores no 
λmáx (111). 
1.3.2.1.2 Espectrofluorimetria e espectrofluorimetria derivativa  
Ao absorver luz de determinada energia (I0), um fluoróforo, ou composto fluorescente, 
transita para um estado excitado singuleto e liberta essa energia em forma de luz ao 
regressar ao estado fundamental (If) (Figura 25). A absorção e libertação de luz por um 
fluoróforo permitem a obtenção dos seus espectros de excitação e emissão, 
respectivamente (80). 
 
Figura 25 - Representação esquemática do fenómeno de emissão de fluorescência, em 
que a intensidade de luz absorvida (IA) resultará em luz emitida (IF).  
 
O rendimento quântico (Φ) e o tempo de semi-vida de fluorescência () são as principais 
características de um fluoróforo que podem ser alteradas, dependendo do microambiente 
onde o fluoróforo se insere, e definem-se por (80): 
- rendimento quântico (Φ) – número de fotões emitidos (IF) relativamente ao número de 
fotões absorvidos pelo fluoróforo (IA) (Equação 8) (80); 
- tempo de semi-vida de fluorescência () – tempo dispendido pelo fluoróforo no estado 
excitado antes de regressar ao estado fundamental.  
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Uma outra característica importante, que pode ser alterada com o microambiente onde o 
fluoróforo se insere, é a anisotropia de fluorescência (r). A anisotropia de fluorescência 
mede a difusão rotacional de uma molécula a partir da diferença na correlação de 
polarização em fluorescência. Esta correlação permite medir o tempo de rotação de uma 
molécula no seu conjunto, ou de uma parte da molécula em relação ao todo. 
Assim, na presença de fármacos fluorescentes, a determinação do coeficiente de partição 
pode efectuar-se por espectrofluorimetria, desde que ocorra variação num destes 
parâmetros de fluorescência – rendimento quântico (Φ), anisotropia de fluorescência (r) 
ou tempo de semi-vida de fluorescência () – devido à distribuição do fármaco pela 
membrana e/ou pela solução aquosa (97, 102, 110, 112-114). Na prática é possível o 
cálculo do Kp de um fármaco fluorescente entre as fases lipídica e aquosa, a partir da 
intensidade de fluorescência por ele emitida (Equação 9) (76, 78, 115): 
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A semelhança com a equação referida para a determinação do Kp por espectrofotometria 
é evidente, contudo, neste caso mede-se a intensidade de fluorescência de uma solução 
de determinada concentração de fármaco (I) em vez de absorvância, sendo que IT, Im, Ia 
são a intensidade de emissão de fluorescência do composto total, em lípido e em água, 
respectivamente (78).  
Em paralelo ao que sucede com o espectro de absorção, também o espectro de emissão 
de fluorescência de um composto fluorescente pode ser alterado pelas propriedades do 
meio. Ou seja, a polaridade do microambiente que rodeia o fármaco, quando este se 
encontra distribuído pela fase aquosa e membranar, pode provocar desvios batocrómicos 
e hipsocrómicos no seu espectro de emissão (56). 
São estas alterações na polaridade, de acordo com o meio onde o fármaco se distribui 
(meio aquoso ou membranar), que permitem a variação dos parâmetros de fluorescência 
do fármaco, possibilitando assim, a determinação do coeficiente de partição (100).  
Apesar das semelhanças entre a determinação do Kp membrana/água por 
espectrofotometria UV-Vis e por espectrofluorimetria, esta última técnica é vantajosa, 
uma vez que os problemas relacionados com a detecção e análise em sistemas média ou 
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fortemente dispersivos são solucionáveis, nos casos em que a emissão de fluorescência 
ocorre a comprimentos de onda superiores a 300 nm, podendo dispensar a derivação dos 
espectros (108). No caso de ainda ser necessário, é possível recorrer também à 
derivação dos espectros de fluorescência para a anulação da dispersão da luz provocada 
pelos agregados lipídicos (Equação 10), para efectuar a determinação do Kp por 
espectrofluorimetria derivativa, em que (78): 


n
n I
D     Equação 10 
Os métodos derivativos de espectrofluorimetria apresentam, assim, as vantagens já 
apontadas para a espectrofotometria derivativa: o incremento da resolução das bandas 
espectrais sobrepostas; a eliminação das interferências da dispersão de luz; e o facto de 
não se perturbar o equilíbrio de partição, já que não é necessário separar a fase aquosa 
da fase lipídica (41). 
Outras vantagens do uso da espectrofluorimetria e espectrofluorimetria derivativa na 
determinação do coeficiente de partição prendem-se com características da própria 
técnica, tais como: a elevada sensibilidade das técnicas de fluorescência; a 
especificidade das características da fluorescência dado o microambiente da molécula 
emissora; a capacidade de obter informação temporal e espacial da molécula emissora; e 
a utilização de baixas concentrações de fármaco (o que causa uma menor perturbação 
das membranas lipídicas) (102).  
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2. Avaliação da microviscosidade, cooperatividade e ordem 
por anisotropia em estado estacionário 
2.1   Fluidez membranar 
As biomembranas são estruturas dinâmicas e fluidas e, à temperatura corporal, os lípidos 
destas encontram-se num estado parcialmente ordenado, contudo, flexível, que permite 
movimentos laterais das moléculas lipídicas (15, 16, 41, 116). Diz-se, portanto, que as 
membranas biológicas são fluidas, mas o conceito de fluidez membranar é um conceito 
complexo que abrange propriedades biofísicas como a dinâmica, a microviscosidade e a 
ordem. 
A dinâmica membranar é uma propriedade biofísica resultante dos movimentos 
moleculares lipídicos. A rotação axial é o movimento mais comum dos lípidos das 
membranas e consiste na rotação em torno da ligação C-C ao longo do eixo da cadeia de 
ácidos gordos. A rotação axial permite, aquando da transição de fase, a ocorrência dos 
movimentos que levam à formação de dobras (kinks). As cadeias hidrocarbonadas dos 
ácidos gordos podem, ainda, experimentar movimentos de flexão (15, 16, 31, 32, 35, 
40). 
A difusão rotacional, parâmetro que descreve o movimento rotacional, por sua vez, 
ocorre nas moléculas lipídicas completas (cauda apolar e cabeça polar) (15, 16, 31, 32, 
35, 40).  
A velocidade destes movimentos é elevada, com excepção da formação das dobras 
(kinks). Os movimentos de formação das dobras são os que mais influenciam a fluidez da 
membrana; já as rotações axiais e as flexões parecem não ter uma influência marcada 
para a fluidez (15, 16, 31, 32, 35, 40).  
Um outro movimento que pode ocorrer na membrana é a difusão lateral. Esta difusão 
lateral consiste num movimento translacional da molécula lipídica, no plano da 
membrana, em que a molécula executa uma série de saltos para um local vago na 
estrutura líquido-cristalina. Importantes para definir a velocidade destes movimentos são 
a existência de proteínas na membrana e as moléculas de lípido imobilizadas (1, 15, 16, 
31, 32, 35, 40). 
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O flip-flop transmembranar é um movimento em que há uma translocação de uma 
molécula lipídica de um folheto da bicamada para o outro folheto. Dado que é necessário 
vencer uma elevada barreira energética, porque as cabeças polares têm de atravessar o 
interior hidrofóbico da membrana, este movimento é mais lento (15, 16, 31, 32, 35, 40).  
Na Figura 26 encontram-se representados de forma esquemática, os movimentos 
lipídicos na membrana. 
 
 
Figura 26 - Esquema representativo dos movimentos lipídicos na membrana. 
 
Esta mobilidade que a membrana possui é muitas vezes associada a desordem. Esta 
associação é incorrecta, e a mobilidade exerce um papel fundamental na viabilidade da 
membrana. A fluidez e a ordem dinâmica são compatíveis, e resultam da 
heterogeneidade da membrana. De facto, tal como foi dito, a fluidez de natureza 
anisotrópica contém outros aspectos como a microviscosidade e a ordem das cadeias de 
ácidos gordos (37, 39).  
A microviscosidade reporta-se à facilidade e velocidade a que ocorrem os movimentos 
anisotrópicos dos fosfolípidos, nomeadamente, a difusão rotacional e lateral. Forma-se, 
então, um gradiente de fluidez desde a superfície até o centro da bicamada lipídica, 
devido ao facto da velocidade rotacional ser maior nas extremidades das cadeias dos 
ácidos gordos e menor ao nível das cabeças hidrofílicas (15, 37, 39).  
Quanto à ordem, que diz respeito à forma como as cadeias de ácidos gordos se 
aproximam dentro das distâncias de van der Waals (empacotamento), pode ser de dois 
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tipos: ordem translacional (ocorre entre cadeias hidrocarbonadas, condiciona o estado 
físico) e ordem conformacional (ocorre entre os folhetos da bicamada, condiciona a 
espessura da membrana) (37, 39).  
A manutenção das propriedades biofísicas da membrana, através do complexo equilíbrio 
de movimentos moleculares, microviscosidade e ordem (que constituem no seu conjunto 
a fluidez membranar), é de extrema importância, dado que pode determinar o grau de 
penetração e a taxa de difusão lateral das proteínas membranares (41). A região 
hidrocarbonada da bicamada lipídica é a matriz hidrofóbica na qual se inserem as 
proteínas da membrana e, desta forma, a sua fluidez pode ser determinante nas 
interacções proteína-lípido (41). 
Assim sendo, a fluidez da membrana é importante para a sua permeabilidade, interacção 
com moléculas endógenas e exógenas, e para os mecanismos moleculares envolvidos 
nos efeitos farmacológicos de uma variedade de fármacos (15, 41). As interacções 
fármaco-membrana podem conduzir a alterações nas propriedades biofísicas da 
membrana, sendo assim necessária a avaliação de tais efeitos. Dependendo do fármaco, 
este pode induzir diferentes perturbações nas propriedades biofísicas da membrana 
(moléculas polares ou carregadas podem interagir com a superfície das membranas, e 
moléculas lipofílicas podem penetrar no interior membranar) e, consequentemente, 
afectar a sua função biológica (77, 81). Como exemplo, as alterações de fluidez da 
membrana podem resultar em alterações nas propriedades catalíticas das enzimas 
ligadas às membranas (41).  
Assim, os estudos de fluidez revelam-se fundamentais, já que podem permitir o 
esclarecimento de mecanismos biológicos, de condições patológicas (inflamação crónica, 
cancro e doenças cardiovasculares), aventar relações entre a capacidade de alterações 
de fluidez e a capacidade antioxidante dos fármacos, e conduzir a novas perspectivas de 
investigação (e.g. a citopatogenia do VIH e de outros vírus é reduzida por agentes 
fluidificantes da membrana) (41, 81, 117-119). 
No âmbito desta dissertação recorreu-se à técnica de anisotropia de fluorescência em 
estado estacionário para avaliar a influência dos β-bloqueadores estudados na 
microviscosidade, cooperatividade e ordem membranar. 
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2.2   Anisotropia de fluorescência em estado estacionário 
A anisotropia de fluorescência em estado estacionário fundamenta-se na determinação 
do grau e da extensão da rotação difusional do fluoróforo (sonda) durante o tempo de 
vida do estado excitado (1, 41, 80, 120, 121).  
As alterações na anisotropia podem ocorrer devido a pequenas alterações na rigidez do 
meio onde a sonda se situa, provocando, assim, alterações no movimento rotacional 
desta (41). Estas alterações da anisotropia das sondas permitem avaliar a 
microviscosidade da membrana e, também, alterações nas transições de fase 
membranar, uma vez que as sondas membranares apresentam dinâmicas rotacionais 
distintas durante o estado excitado para ambientes lipídicos distintos (e.g. fase gel, fase 
fluida) (1, 76, 84).  
Na determinação da anisotropia de fluorescência em estado estacionário, procede-se à 
excitação da amostra (que consiste num modelo membranar marcado com uma sonda) 
com luz polarizada vertical, e as intensidades de fluorescência são medidas com o 
polarizador analisador orientado paralelamente ( ||I ) e perpendicularmente ( I ) em 
relação ao polarizador de excitação (80, 120). 
Assim, a anisotropia em estado estacionário (rss) pode ser determinada através da 
seguinte relação (Equação 11) (76, 80, 84, 121): 
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Equação 11
 
em que G é um factor de correcção instrumental, dado pela razão das sensibilidades do 
sistema de detecção para a luz polarizada vertical e horizontal quando a luz de excitação 
é polarizada na direcção horizontal (Equação 12) (80, 84, 120): 
||I
I
G 
   
Equação 12
 
A detecção do movimento dos fluoróforos por anisotropia de fluorescência (que é maior 
ou menor em função da microviscosidade do meio) baseia-se na excitação fotosselectiva 
dos fluoróforos, e faz-se pela presença dos polarizadores. Supondo que existia uma 
única molécula de fluoróforo orientada paralelamente em relação ao polarizador vertical 
de excitação, esta molécula iria ser excitada e, caso se mantivesse imóvel durante o 
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tempo de vida do estado excitado, então, a emissão de luz manter-se-ia polarizada. Se a 
molécula de fluoróforo rodasse durante o tempo de vida do estado excitado, então, 
deixaria de estar alinhada com o polarizador de excitação vertical e a emissão de luz 
polarizada diminuiria (80).  
Consideremos, agora, a situação em que muitas moléculas de fluoróforo estão presentes 
numa membrana altamente ordenada (na fase gel ou cristalina), ou num solvente muito 
viscoso. Neste caso, de ambiente altamente restritivo ao movimento do fluoróforo, todas 
as moléculas estariam orientadas paralelamente ao polarizador de excitação vertical e, 
em virtude disso, todas as moléculas de fluoróforo seriam excitadas emitindo luz 
polarizada (80).  
Já no caso do ambiente que rodeia o fluoróforo ser fluido, permitindo liberdade de rotação 
das moléculas de fluoróforo, estas teriam uma orientação aleatória. Com a incidência de 
luz polarizada verticalmente seriam apenas excitados os fluoróforos que estivessem 
orientados ao longo do vector eléctrico da luz incidente, logo, a emissão de luz polarizada 
diminuiria (Figura 27)(80). 
 
Figura 27 - Princípio da excitação fotosselectiva de fluoróforos excitados por luz 
polarizada. Adaptado de (80). 
  
Resumindo, os movimentos rotacionais das sondas que provocam a despolarização de 
fluorescência dependem da viscosidade do solvente, do tamanho e da forma do 
fluoróforo. Para o mesmo fluoróforo incorporado numa membrana, é possível fazer a 
avaliação do grau de empacotamento molecular dos lípidos determinando a 
despolarização de fluorescência, através das medidas de anisotropia. Assim, quanto 
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menor a microviscosidade de uma membrana, maior será a rotação da sonda durante o 
tempo de vida do estado excitado e menor será a anisotropia de fluorescência (4, 122). 
Na prática, a aplicação dos estudos de anisotropia em estado estacionário a modelos 
membranares permite a determinação da temperatura de transição de fase lipídica que, 
por sua vez, condiciona a fluidez da membrana. A essência desta técnica consiste no 
registo da anisotropia num intervalo de temperaturas, após a incorporação de uma sonda 
(DPH ou TMA-DPH) nos lipossomas. Esta determinação da temperatura de transição de 
fase lipídica realiza-se, ainda, na presença ou na ausência de uma quantidade conhecida 
de fármaco, cujo efeito na biofísica membranar se pretende estudar.  
Obtêm-se, então, curvas sigmóides de variação da anisotropia em função da 
temperatura, e comparam-se as curvas obtidas para os lipossomas com fármaco e sem 
fármaco, de modo a evidenciar alterações: na temperatura de transição de fase; nos 
valores de anisotropia das zonas que se encontram antes e depois da temperatura de 
transição de fase; e, ainda, no perfil de transição (se mais suave ou mais abrupto) (85, 
86, 123, 124). 
Também é possível, a partir do perfil sigmóide obtido e do seu ponto de inflexão, calcular 
a cooperatividade e a Tm (temperatura de transição da fase de gel para a fase liquído-
cristalina do lípido) através da Equação 13 (85, 89, 125): 
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em que T é a temperatura absoluta medida dentro da célula fluorimétrica, Tm é a 
temperatura de transição de fase principal do sistema membranar, B é a medida da 
cooperatividade, p1 e p2 correspondem ao declive das rectas obtidas nos patamares 
inicial e final do intervalo de temperaturas analisado; e rs1 e rs2 são a ordenada na origem 
dessas mesmas rectas. 
As moléculas lipídicas empacotadas numa membrana lipídica não são livres de se 
desordenarem gradualmente mas, devido ao empacotamento forte, o aumento da rotação 
das cadeias dependente da temperatura é um processo cooperativo, dando origem a 
uma anomalia abrupta, a transição de fase. Quando se insere uma molécula estranha na 
região das cadeias acil há uma perturbação do processo cooperativo, e os lípidos 
apresentam uma desordem mais gradual, o que resulta num suavizar da transição de 
fase e uma diminuição da cooperatividade da transição (86). Casos há, no entanto, em 
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que a cooperatividade da transição aumenta na presença do fármaco, pelo que se pode 
inferir que este se encontra localizado no interior da bicamada lipídica (85, 89). 
A figura seguinte representa um exemplo das informações que se podem retirar das 
curvas de perfil sigmóide e dos ajustes efectuados. 
Figura 28 – Curvas de perfil sigmóide representando em A a forma de determinação dos 
parâmetros rs1, p1 e rs2 e p2, correspondentes, respectivamente, à recta inicial antes da 
transição de fase e à recta final depois da transição de fase. Após determinação destes 
parâmetros, na Figura B, é mostrado o ajuste não linear de acordo com a Equação 13 
refinando os parâmetros Tm e cooperatividade (B). 
 
A partir dos valores de rss é possível determinar o valor da anisotropia limitante (r∞) 
através da seguinte equação, válida para valores de rss compreendidos entre 0,13 e 0,28 
(125): 
10,03/4  ssrr    Equação 14 
O valor da anisotropia limitante reflecte a restrição dos movimentos da sonda, e pode ser 
convertido no parâmetro ordem (S), determinado através da seguinte equação: 
0/ rrS                  Equação 15 
onde r0 é a anisotropia na ausência de qualquer movimento rotacional do fluoróforo (125). 
A técnica de anisotropia de fluorescência é, portanto, muito útil na avaliação da fluidez 
membranar, pela informação que fornece acerca da microviscosidade do ambiente 
lipídico onde a sonda está inserida e tem sido, inclusivamente, aplicada para avaliar 
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patologias e a acção terapêutica de fármacos. Por exemplo, através de estudos de 
anisotropia de fluorescência verificou-se que doentes com artrite reumatóide activa (com 
dor) possuem um aumento da rigidez das membranas dos linfócitos. Por sua vez, usando 
a mesma técnica, verificou-se que os fármacos usados no tratamento desta doença 
induzem o aumento da fluidez da membrana dos linfócitos, sugerindo que o estudo das 
alterações da fluidez da membrana possa ser usado para monitorizar a eficácia do 
tratamento dos fármacos (126). 
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3. Avaliação da ligação à membrana por estudos de 
fluorescência com a sonda ANS 
ANS é uma sonda aniónica que fluoresce apenas quando se liga electrostaticamente com 
a região das cabeças polares dos fosfolípidos (125). 
O conhecimento desta propriedade permitiu o desenvolvimento de uma técnica de estudo 
da ligação da sonda à membrana na ausência e presença de fármacos, com os seguintes 
objectivos: (i) investigar se os fármacos estudados apresentam um mecanismo de 
competição para os mesmos locais de ligação da sonda ANS à bicamada lipídica; (ii) 
obter parâmetros de associação da sonda ANS à membrana e avaliar como esses 
parâmetros de associação são alterados na presença de fármacos, e (iii) determinar as 
variações do potencial de superfície membranar (89). 
Assim, como resultado da adição do fármaco ao meio lipossómico é possível ocorrer uma 
competição entre a sonda ANS (marcador fluorescente usado para estudar o meio 
hidrofílico constituído pelas cabeças dos fosfolípidos) e o fármaco. Esta competição pode 
surgir como consequência de uma interacção electrostática entre o fármaco e os 
fosfolípidos das bicamadas. A ligação do fármaco à membrana afecta a afinidade da 
sonda para os locais de ligação na membrana e provoca uma diminuição da intensidade 
de fluorescência de emissão (85, 125). 
Na prática procede-se a uma incubação dos fármacos a estudar com lipossomas, e a 
estas suspensões são adicionadas quantidades crescentes de solução concentrada de 
ANS em etanol. A cada adição da sonda ANS avalia-se a sua adsorção à membrana 
através do aumento da intensidade de fluorescência, até se obter uma estabilização da 
fluorescência (89). Como termo de comparação, procede-se ao mesmo estudo de 
adições crescentes de sonda ANS aos lipossomas na ausência de fármaco, obtendo-se 
perfis de adsorção semelhantes ao da Figura 29: 
 
                     Técnicas biofísicas – Avaliação do efeito no tamanho e na carga membranar 
89 
 
 
Figura 29 – Representação esquemática dos perfis de adsorção da sonda ANS à 
membrana de lipossomas obtidos na ausência (círculos brancos) e presença de um 
fármaco (círculos a preto) que compete para os mesmos locais de ligação da sonda à 
membrana. A cinza são representadas as zonas lineares dos perfis de adsorção cujo 
declive permite determinar os coeficientes de emissão. Cmáx representa a intensidade 
máxima de fluorescência correspondente à concentração máxima de sonda ligada à 
membrana. 
Para avaliar se existe um mecanismo de competição para os mesmos locais de ligação 
da sonda ANS são efectuadas as determinações dos coeficientes de emissão, calculados 
pelo declive da zona linear da variação da intensidade de fluorescência, em função da 
concentração de ANS (127). Uma diminução do coeficiente de emissão da sonda ANS, 
quando se encontra na presença de fármaco, é indicativa de um mecanismo competitivo 
do fármaco para os mesmos locais de ligação da sonda à membrana. 
Para determinar os parâmetros de associação da sonda ANS à membrana, e avaliar 
como esses parâmetros de associação são alterados na presença de fármacos, procede-
se a um ajuste dos dados da adsorção do fluoróforo ANS às bicamadas, na presença e 
na ausência de fármaco (Figura 29) de acordo com uma isotérmica de Freundlich 
(Equação 16) (85, 89): 
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em que K é a constante de dissociação da sonda à bicamada lipídica (inversamente 
proporcional à constante de ligação), Cmáx é a concentração máxima de sonda ligada aos 
lipossomas (proporcional à intensidade de fluorescência máxima obtida – Figura 29), b 
corresponde à cooperatividade do processo de ligação do fluoróforo à membrana e os 
índices B e  referem-se às concentrações de sonda ANS ligada e livre, 
respectivamente. 
Finalmente, é possível determinar as variações do potencial de superfície membranar 
induzidas pelo fármaco em estudo. Estas variações do potencial de superfície membranar 
são, assim, calculadas a partir dos valores da constante aparente de ligação da sonda 
ANS à membrana na ausência ( appK ) e na presença (
'
appK ) de diferentes quantidades de 
fármaco através da equação seguinte (Equação 17) (85):
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em que R é a constante dos gases perfeitos, T é a temperatura e F é a constante de 
Faraday. 
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4. Avaliação do efeito no tamanho e na carga membranar por 
determinação do potencial zeta por dispersão de luz 
dinâmica 
Tal como já foi referido, na análise da interacção fármaco-membrana é conveniente a 
utilização de modelos membranares que mimetizem, de uma forma mais simples, a 
complexidade da membrana biológica. Os lipossomas são vesículas lipídicas muito 
usadas como modelos membranares e também como nanossistemas na veiculação de 
fármacos. Quer os lipossomas se destinem a servir de modelos miméticos da membrana 
com aplicações no estudo da interacção com os fármacos, quer se destinem a ser 
usados em nanoterapia, é necessário proceder à sua caracterização. Esta caracterização 
está centrada no conhecimento do tamanho das vesículas lipídicas e na determinação da 
carga da sua superfície (128). Estas determinações são importantes pois, para além de 
permitirem a caracterização dos lipossomas, possibilitam também avaliar a interacção 
fármaco-membrana. A partir do potencial zeta é possível, por exemplo, entender a 
estabilidade electrostática de uma dispersão coloidal e a morfologia da superfície das 
partículas (128). Além disso, é possível determinar o coeficiente de partição de um 
fármaco e averiguar se o mesmo tem influência no potencial de membrana, se este 
potencial for alterado após o contacto do fármaco com a membrana.   
As propriedades eléctricas da superfície dos lipossomas podem ser estudadas por 
microelectroforese, em que o movimento dos lipossomas num campo eléctrico é 
observado por um microscópico. Nesta técnica, um laser de baixa potência de hélio-néon 
é usado para produzir dois feixes coerentes que se intersectam na suspensão, 
produzindo barras de interferência. Os lipossomas movimentam-se pelas barras, sob a 
influência de um campo eléctrico, e dispersam a luz. A intensidade da luz dispersa flutua 
a uma frequência relacionada com a velocidade do lipossoma. A velocidade real das 
vesículas depende da carga da partícula, da viscosidade do meio e do potencial aplicado 
(78). A luz dispersa é analisada por uma correlação digital para fornecer um espectro de 
frequências, de onde se pode determinar a distribuição da mobilidade electroforética dos 
lipossomas (41, 129). A medição das mobilidades electroforéticas é relativamente 
simples, contudo, a sua interpretação pode ser um pouco problemática. Geralmente, 
podem calcular-se dois parâmetros que caracterizam a superfície dos lipossomas a partir 
das mobilidades determinadas: o potencial eléctrico, ou potencial zeta; e a densidade de 
carga de superfície (129). 
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O potencial zeta é calculado directamente a partir da mobilidade determinada pela 
equação de Henry (Equação 18) (129): 
)(2
3
0 af
u
r 

     Equação 18 
em que   é o potencial zeta,   é a viscosidade do meio, u é a mobilidade, 0 é a 
permitividade do espaço livre, r  é a constante dieléctrica do meio,  é o parâmetro de 
Debye e a é o raio do lipossoma. Como a força iónica influencia o parâmetro de Debye, 
vai, por sua vez, influenciar o potencial zeta. O recíproco do parâmetro de Debye pode 
ser usado como uma medida da espessura da bicamada lipídica (129). A razão da 
determinação do potencial zeta prende-se com o facto de não existir uma técnica 
satisfatória para determinar a carga de superfície para pequenas partículas em líquidos. 
A prática comum é a determinação do potencial eléctrico de uma partícula num local 
próximo da superfície da mesma, na camada difusa (plano de corte), ou seja, a 
determinação do potencial zeta (Figura 30) (128). 
 
Figura 30 - Representação da dupla camada eléctrica e da variação do potencial zeta 
com a distância de uma partícula carregada negativamente. 
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Assim, o potencial zeta não é a carga efectiva da partícula, mas é definido como a carga 
que uma partícula adquire num meio particular e depende do pH, força iónica ou da 
concentração de um determinado componente. 
Apesar do potencial zeta ser uma propriedade bem definida, é possível encontrarem-se 
diferentes valores do potencial zeta para interfaces supostamente idênticas. Muitas 
vezes, as superfícies não são, de facto, semelhantes (a área elevada e a reactividade 
superficial das partículas faz com que estas sejam muito sensíveis às impurezas). Por 
outro lado, dado que o potencial zeta não é uma propriedade directamente mensurável, o 
modelo utilizado nos cálculos de conversão do sinal electrocinético em potencial zeta 
pode não ser o mais adequado. O modelo utilizado deve ser seleccionado 
criteriosamente, tendo em conta o rigor que se pretende. Frequentemente, não se requer 
uma elevada sofisticação do modelo quando se procura obter rapidamente os valores de 
potencial zeta, por exemplo, quando em controlo de qualidade se pretendem detectar 
variações no estado eléctrico da interface, e não obter valores exactos do potencial zeta. 
Em outras situações, quando se pretende comparar valores de potencial zeta obtidos por 
diferentes técnicas, é necessário obter valores de potencial zeta com maior exactidão 
(130).  
Para determinar o tamanho dos lipossomas utilizam-se técnicas de dispersão de luz 
dinâmica (dynamic light scattering ou DLS), que medem flutuações na intensidade da luz 
dispersa, dependentes do tempo, que ocorrem devido às partículas apresentarem 
movimentos aleatórios (movimentos Brownianos) (41, 128). Uma característica 
importante do movimento Browniano é o facto de as partículas pequenas moverem-se 
mais rapidamente que as partículas maiores. Ou seja, partículas maiores movem-se mais 
lentamente e espalham mais o laser. Partículas menores movem-se mais rapidamente e 
espalham menos o laser. A relação entre o tamanho da partícula (raio hidrodinâmico, RH) 
e a sua velocidade devido ao movimento Browniano é definida pela equação de Stokes-
Einstein (Equação 19): 
D6
kT
R H

    Equação 19 
em que k é a constante de Boltzmann; T é a temperatura absoluta; η é a viscosidade; D é 
o coeficiente de difusão translacional. A análise destas flutuações de intensidade permite 
a determinação de coeficientes de distribuição da difusão das partículas (D), que são, 
posteriormente convertidos numa distribuição do tamanho. As variações da intensidade 
da difracção da luz são tanto mais rápidas quanto maiores as vesículas (78). Esta técnica 
                     Técnicas biofísicas – Avaliação do efeito no tamanho e na carga membranar 
94 
 
tem sido utilizada na medição de macromoléculas e de pequenas partículas em 
suspensões diluídas (128).  
Contudo, há sempre interacções partícula-partícula, de modo que os movimentos 
Brownianos não são movimentos puros, mas sim, afectados ou restringidos por estas 
interacções. Devido à existência destas interacções entre partículas, os coeficientes de 
difusão medidos não são propriedades individuais de uma partícula, mas sim, 
propriedades da suspensão total das partículas (128).  
As técnicas de dispersão de luz dinâmica permitem conhecer o tamanho médio das 
partículas e a sua distribuição. É, então, possível saber se as populações de lipossomas 
estão uniformemente distribuídas numa ou mais famílias de tamanhos. O índice de 
polidispersão avalia o grau de heterogeneidade da amostra e, o seu valor é tanto maior 
quanto maior o intervalo de diâmetros entre os quais se situa o diâmetro médio. Este 
índice situa-se entre 0 e 1. Por isso, estas técnicas possibilitam não só a caracterização 
das suspensões lipossómicas, mas também a verificação da estabilidade destas ao longo 
do tempo (78).  
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IV. Métodos experimentais e resultados 
1 Preparação dos lipossomas unilamelares  
Devido à utilização diversificada dos lipossomas surgiu a necessidade de desenvolver 
métodos de preparação que fossem relativamente simples, eficientes e reprodutíveis, à 
escala industrial e laboratorial. No âmbito desta dissertação, a preparação vai cingir-se à 
preparação de lipossomas, mais especificamente de LUVs, à escala laboratorial. 
Dado que a composição química, o número de camadas, a distribuição de tamanhos, o 
número de lamelas e o volume encapsulado influenciam significativamente qualquer 
aplicação dos lipossomas, o seu método de preparação deve ser escolhido 
criteriosamente, já que esta preparação condiciona o tipo de lipossoma. Genericamente, 
a preparação de vesículas lipídicas pelo método clássico de hidratação do filme lipídico 
pode ser dividida em três fases: preparação das fases aquosa e lipídica, hidratação do 
lípido e, para a generalidade dos sistemas, um processamento secundário, necessário 
para a obtenção do produto final (26, 131). 
Inicialmente, procede-se à preparação de MLVs, em que, após a escolha da composição 
lipídica (EPC ou DPPC, adquiridas à Sigma Chemical Co e Avanti Polar Lipids, 
respectivamente, e usadas sem purificação adicional) e da solução aquosa a utilizar 
(solução tampão HEPES; 10 mM; pH = 7,4; I = 0,1M com NaCl) de acordo com o 
objectivo do trabalho, faz-se a dissolução do lípido. Neste passo, o lípido (seco) é 
dissolvido num solvente, ou mistura de solventes, orgânicos que sejam eficientes na 
dissolução e, simultaneamente, suficientemente voláteis (e.g., clorofórmio, mistura 
clorofórmio-metanol). Os volumes adequados das soluções lipídicas, tendo em conta o 
volume e concentração dos componentes da suspensão de vesículas pretendidos, são 
adicionados num balão de fundo redondo (78). Seguidamente, recorre-se a um fluxo de 
azoto para evaporar à secura o solvente orgânico, sujeitando o balão a uma rotação que 
permita formar um filme lipídico tão fino quanto possível. O filme obtido é colocado sob 
vácuo durante cerca de 12 horas, a fim de eliminar qualquer vestígio de solvente (41, 78). 
A fase seguinte, que compreende a hidratação do lípido, inicia-se com a adição, ao balão 
contendo o filme lipídico, do volume desejado de solução aquosa seleccionada (neste 
caso, solução tampão HEPES; 10 mM; pH = 7,4; I = 0,1M com NaCl), previamente 
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aquecida a temperatura acima da temperatura de transição de fase do fosfolípido. 
Pretende-se, nesta fase, obter o desprendimento total do filme lipídico das paredes do 
balão e, para tal, recorre-se a agitação alternada com aquecimento da suspensão em 
banho a temperatura superior à temperatura de transição de fase do lípido (este 
aquecimento torna-se desnecessário no caso de se trabalhar com EPC, dado que já se 
encontra na fase fluida à temperatura ambiente – Tm entre -15 e -7°C). A agitação tem de 
ser cautelosa de modo a não formar espuma (que dificulta a posterior medição rigorosa 
de um determinado volume lipídico) e, para isso, a agitação inicial é manual, em círculos 
lentos, sendo a intensidade desta aumentada até à utilização do vórtex. Com esta 
operação, e ficando as paredes do balão livres de filme lipídico, obtém-se uma 
suspensão de MLVs (41, 78, 132) 
Tendo como ponto de partida a suspensão de vesículas multilamelares (MLVs) obtida 
pelo processo até aqui descrito, a obtenção de vesículas unilamelares grandes (LUVs) é 
conseguida por extrusão da suspensão de MLVs (133). Nesta fase, utiliza-se um extrusor 
termostatizado (e.g., por circulação interna de água), em que se mantém a temperatura 
acima da temperatura de transição de fase (134). A extrusão é feita sob pressão de azoto 
(aproximadamente 30 bar), utilizando filtros com poros de 100 nm de diâmetro 
(usualmente de policarbonato). Após a montagem do extrusor, e imediatamente antes da 
introdução da amostra, executam-se uma a três extrusões com a solução aquosa de 
tampão utilizada. O processo subsequente comporta dez ciclos de aquecimento da 
suspensão lipídica acima da temperatura da transição de fase (em banho de água ou no 
próprio extrusor), seguidos da extrusão da suspensão. Podem ser necessárias, tendo em 
conta o tipo de amostra ou, nos casos de concentrações elevadas de lípido, extrusões 
prévias utilizando filtros de poro mais largo (e.g., 600 e 400 nm). Estas várias passagens 
da suspensão de MLVs pelo extrusor provocam a diminuição do número de lamelas e, no 
fim das dez passagens, os lipossomas encontram-se predominantemente homogéneos e 
unilamelares. É o tamanho do poro do filtro utilizado que determina o diâmetro final dos 
lipossomas (1, 41, 78, 132). 
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Figura 31 – Esquema representativo da preparação de LUVs. (1) Evaporação dos 
solventes; (2) Filme lipídico seco (obtenção de lamelas); (3) Hidratação do filme lipídico; 
(4) Agitação mecânica; (5) Obtenção de MLVs; (6) Extrusão; (7) Obtenção de LUVs. 
Uma consideração importante a ter em conta, é o facto de ser necessária a manipulação 
dos lípidos, que vão dar origem aos lipossomas, a uma temperatura acima da Tm. É 
necessária esta temperatura superior para que as moléculas de água penetrem as 
camadas lipídicas e, então, permitam a formação da estrutura do lipossoma. Após a 
formação do lipossoma, a temperatura pode depois voltar para valores inferiores à Tm, 
não ocorrendo alteração da estrutura do mesmo (22). 
 
Preparação de lipossomas unilamelares com incorporação de sondas 
A preparação dos lipossomas é em tudo idêntica ao processo referido acima, com a única 
alteração da dissolução da sonda de fluorescência a utilizar (DPH, TMA-DPH) 
conjuntamente com o lípido na fase orgânica. 
Para tal, utiliza-se um volume da sonda, dissolvida em clorofórmio-metanol (3:2), que é 
adicionado ao lípido já dissolvido, de modo a obter uma proporção final de lípido/sonda 
de 300:1. Esta proporção permite prevenir alterações na estrutura da bicamada (26, 45). 
A adição da sonda terá de ser executada recorrendo a agitação suave e seguida de uma 
incubação de 30 minutos à temperatura ambiente. Após esta incubação, retoma-se o 
processo acima descrito com a evaporação dos solventes (112, 135). 
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É de ressalvar que, desde que se procede à adição da sonda até terminar o trabalho que 
se pretende realizar, é necessário que, quer o armazenamento, quer o manuseamento da 
suspensão lipídica se façam ao abrigo da luz. 
 
2 Estudos prévios dos fármacos 
2.1   Propranolol 
2.1.1 Estrutura química e características de solubilidade e ionização 
O propranolol (Figura 32) é um membro da família dos β-bloqueadores que se encontra 
na forma de cristais, sendo o seu peso molecular de 259,3 gmol-1, e o seu ponto de fusão 
de 94 a 96°C. Este fármaco também está disponível como cloridrato de propranolol, de 
peso molecular de 295,8 gmol-1, e ponto de fusão de 164°C. É uma substância que se 
encontra sob a forma de pó branco, inodora e cristalina. O propranolol é solúvel em água 
e etanol, ligeiramente solúvel em clorofórmio, e praticamente insolúvel em éter. 
 
Figura 32 - Estrutura química planar e respectiva projecção tridimensional do propranolol 
(1-(isopropilamina(-3-(naftaleno-1-iloxi) propano-2-ol))).  
A Tabela 6 resume as características físico-químicas do propranolol. 
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Tabela 6 – Propriedades físico-químicas do propranolol. Os valores em a) foram obtidos 
na literatura (136); em b) obtido por cálculo através de um programa Marvin sketch 
calculator da ChemaxonTM; e em c) foram obtidos na literatura (137). 
PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DO PROPRANOLOL 
Fórmula molecular C16H21NO2 
Peso molecular (g/mol) 259.34 
Ponto de fusão 94 a 96°C 
Solubilidade em água Solúvel 
pKa 9,24
a
 ; 9,67
b
 
logP 2,65
c
 
logD (a pH 7,4) 0,36
b 
 
Uma vez que os estudos foram realizados a pH 7,4 e com a força iónica ajustada a 0,1 M, 
sendo estas as características fisiológicas do soro, foi necessário calcular as formas 
iónicas mais prováveis do propranolol. Assim, nestas condições, este fármaco apresenta-
se 99,46% carregado positivamente e apenas 0,54% na forma neutra (Figura 33). 
 
Figura 33 - Distribuição das microespécies de propranolol a pH 7,4. 
2.1.2 Verificação da lei de Lambert-Beer em UV-Vis e fluorescência 
Partindo de soluções de propranolol com concentrações crescentes, previamente 
preparadas por pesagem rigorosa e dissolução em tampão HEPES (pH 7,4; I=0,1 M), 
procedeu-se ao traçado dos respectivos espectros de absorvância UV-Vis que 
apresentaram máximos de absorção a 289 e 319 nm (Figura 34): 
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Figura 34 – Espectros de Absorção UV-Vis de padrões de propranolol com 
concentrações (µM): 4 (1); 22 (2); 61 (3); 76 (4); 85 (5); 108 (6). 
Para cada máximo de absorção procedeu-se à verificação da lei de Lambert-Beer (Figura 
35), concluindo-se que para λ= 289 e 319 nm a resposta é linear no intervalo de 
concentrações de 0 a 108 µM. 
 
Figura 35 – Zona linear da lei de Lambert-Beer para o λmáx de 289 (A) e 319 (B) nm para 
padrões de propranolol com concentrações (µM): 4 (1); 22 (2); 61 (3); 76 (4); 85 (5); 108 
(6). 
A determinação da zona linear da lei de Lambert-Beer foi importante para definir as 
concentrações de fármaco a utilizar nos ensaios posteriores, utilizando-se sempre uma 
concentração intermédia, de forma a garantir que existe permanentemente uma 
proporcionalidade entre absorvância e concentração. 
Partindo de soluções de propranolol com concentrações crescentes, previamente 
preparadas por pesagem rigorosa e dissolução em tampão HEPES (pH 7,4; I=0,1 M), 
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procedeu-se ao traçado dos respectivos espectros de excitação e de emissão de 
fluorescência que apresentaram máximos a 287 e 350 nm, respectivamente (Figura 36): 
 
Figura 36 – Espectros de excitação (A) e emissão (B) de fluorescência de padrões de 
propranolol com concentrações (µM): 0 (1); 1,35 (2); 2,7 (3); 5,4 (4); 6,48 (5); 8,1 (6); 10,8 
(7); 13,5 (8); 15,12 (9); 16,2 (10). 
 Para o máximo de emissão de fluorescência procedeu-se à verificação da lei de 
Lambert-Beer (Figura 37), concluindo-se que para λ= 350 nm a resposta é linear no 
intervalo de concentrações de 0 a 16,2 µM. 
 
Figura 37 - Zona linear da lei de Lambert-Beer para o λmáx de 350 nm para padrões de 
propranolol com concentrações (µM): 0 (1); 1,35 (2); 2,7 (3); 5,4 (4); 6,48 (5); 8,1 (6); 10,8 
(7); 13,5 (8); 15,12 (9); 16,2 (10). 
A determinação da zona linear da lei de Lambert-Beer foi importante para definir as 
concentrações de fármaco a utilizar nos ensaios posteriores, recorrendo-se sempre a 
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uma concentração intermédia, de forma a garantir que existe permanentemente uma 
proporcionalidade entre emissão de fluorescência e concentração. 
Como o propranolol apresenta uma grande intensidade de fluorescência, só foi possível 
trabalhar com sondas fluorescentes definindo bem as condições de trabalho, e 
certificando-se que a excitação da sonda não provocaria uma emissão do fármaco. 
Apresenta-se na figura seguinte (Figura 38) um exemplo onde se podem verificar os 
espectros de excitação de fluorescência do fármaco e os espectros de excitação e 
emissão de fluorescência da sonda. Assim, seleccionou-se o comprimento de onda de 
excitação da sonda (λ=360 nm) e confirmou-se que, usando este comprimento de onda 
de excitação, não se obtinha qualquer emissão do fármaco. 
 
Figura 38 – I) Espectros de excitação de fluorescência do propranolol (A) e da sonda (B), 
e espectro de emissão de fluorescência da sonda (C). II) Emissão de fluorescência do 
propranolol quando a excitação é feita ao λmáx de excitação da sonda (360 nm). 
 
2.2   Acebutolol 
2.2.1 Estrutura química e características de solubilidade e ionização 
O acebutolol (Figura 39) é também um membro da família dos β-bloqueadores que, na 
forma de cristais, apresenta um peso molecular de 336,4 gmol-1 e ponto de fusão de 119 
a 123°C. Também está disponível como cloridrato de acebutolol, com peso molecular de 
372,9 gmol-1 e ponto de fusão de 141 a 144°C. É uma substância que se encontra sob a 
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forma de pó branco e cristalino, e deve manter-se ao abrigo da luz. Mostra-se solúvel em 
água e em álcool, ligeiramente solúvel em acetona e diclorometano, e praticamente 
insolúvel em éter. 
 
 
Figura 39 - Estrutura química planar e respectiva projecção tridimensional do acebutolol 
(N-[3-acetil-4-(2-hidroxi-3-propan-2-ilamino-propoxi)- fenil]butanamida). 
A Tabela 7 resume as características físico-químicas do acebutolol. 
Tabela 7- Propriedades físico-químicas do acebutolol. Os valores em: a) foram obtidos a 
partir da literatura (138); b) valor calculado através de um programa Marvin sketch 
calculator da ChemaxonTM; e c) valor obtido na literatura (139). 
 
Uma vez que os estudos foram realizados a pH 7,4 e com a força iónica ajustada a 0,1 M, 
sendo estas as características fisiológicas do soro, foi necessário calcular as formas 
iónicas mais prováveis do acebutolol. Assim, nestas condições, este fármaco apresenta-
se 99,32% carregado positivamente e apenas 0,68% na forma neutra (Figura 40). 
PROPRIEDADES FÍSICO-QUÍMICAS DO ACEBUTOLOL 
Fórmula molecular C18H28N2O4 
Peso molecular (g/mol) 336,426 
Ponto de fusão 119-123°C 
Solubilidade em água Solúvel 
pKa 9,2 – 9,6a; 9,57b 
logP 1,81
c 
logD (a pH 7,4) -0,60
b 
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Figura 40 - Distribuição das microespécies de acebutolol a pH 7,4. 
 
2.2.2 Verificação da lei de Lambert-Beer em UV-Vis e fluorescência 
Partindo de soluções de acebutolol com concentrações crescentes, previamente 
preparadas por pesagem rigorosa e dissolução em tampão HEPES (pH 7,4; I=0,1 M), 
procedeu-se ao traçado dos respectivos espectros de absorvância UV-Vis, que 
apresentaram máximos de absorção a 320 nm (Figura 41): 
 
Figura 41 - Espectros de Absorção UV de padrões de acebutolol com concentrações 
(µM): 100 (1); 150 (2); 200 (3); 250 (4); 300 (5); 400 (6). 
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Para este máximo de absorção procedeu-se à verificação da lei de Lambert-Beer (Figura 
42), concluindo-se que para λ= 320 nm a resposta é linear no intervalo de concentrações 
de 0 a 400 µM. 
 
Figura 42 - Zona linear da lei de Lambert-Beer para o λmáx de 320 nm para padrões de 
acebutolol com concentrações (µM): 100 (1); 150 (2); 200 (3); 250 (4); 300 (5); 400 (6). 
Também aqui, a determinação da zona linear da lei de Lambert-Beer foi importante para 
definir as concentrações de fármaco a utilizar nos ensaios posteriores, recorrendo-se 
sempre a uma concentração intermédia de forma a garantir que existe, em permanência, 
uma proporcionalidade entre absorvância e concentração. 
Partindo de soluções de acebutolol com concentrações crescentes, previamente 
preparadas por pesagem rigorosa e dissolução em tampão HEPES (pH 7,4; I=0,1 M), 
procedeu-se ao traçado dos respectivos espectros de excitação e de emissão de 
fluorescência, que apresentaram máximos a 324 e 466 nm respectivamente (Figura 43): 
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Figura 43 – Espectros de excitação (A) e emissão (B) de fluorescência de padrões de 
acebutolol com concentrações (µM): 10 (1); 20 (2); 30 (3); 40 (4); 50 (5); 60 (6). 
Para o máximo de emissão de fluorescência procedeu-se à verificação da lei de Lambert-
Beer (Figura 44), concluindo-se que para o λ=466 nm a resposta é linear no intervalo de 
concentrações de 0 a 60 µM. 
 
Figura 44 - Zona linear da lei de Lambert-Beer para o λmáx de 466 nm para padrões de 
acebutolol com concentrações (µM): 10 (1); 20 (2); 30 (3); 40 (4); 50 (5); 60 (6). 
A determinação da zona linear da lei de Lambert-Beer foi importante para definir as 
concentrações de fármaco a usar nos ensaios posteriores, usando sempre uma 
concentração intermédia de forma a garantir que existe sempre uma proporcionalidade 
entre emissão de fluorescência e concentração.  
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3 Determinação do coeficiente de partição (Kp) nos 
sistemas lipossoma/água 
3.1   Condições experimentais 
Reagentes e aparelhos 
Os fármacos estudados (acebutolol e propranolol), a fosfatidilcolina de gema de ovo 
(EPC) e o tampão HEPES hemisodium foram adquiridos à SIGMA Chemical CO. (St. 
Louis, MO, EUA). 
As restantes substâncias foram adquiridas à MERCK (Darmstadt, Alemanha), com 
qualidade p.a. ou semelhante. 
As soluções foram preparadas com água bi-desionisada (condutividade menor que 0,1 
µScm-1) e tampão HEPES (10 mM; pH 7,4; I=0,1 M com NaCl). 
Para a determinação de pH foi utilizado um eléctrodo de vidro (Russel SWL), com 
eléctrodo de dupla junção AgCl/Ag como eléctrodo de referência. Para as determinações 
espectrofluorimétricas foi utilizado um espectrofluorímetro Perkin Elmer LS-50B, com 
células de quartzo, de 10 mm de percurso óptico, munido de um suporte para célula 
termostatizada. 
Procedimento experimental 
Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratação do filme lipídico e 
processados por extrusão para obter lipossomas unilamelares (LUVs), segundo o 
processo já descrito. Para a determinação do Kp dos compostos cardiovasculares em 
estudo, foram utilizados dois grupos de eppendorfs de 2 mL, um para as amostras e outro 
para as referências. 
Foram adicionadas, aos eppendorfs referentes às amostras, as soluções, de acordo com 
o seguinte procedimento: 
- Um determinado volume de solução concentrada de fármaco, de forma a que a 
concentração final de fármaco em cada eppendorf seja sempre a mesma e esteja incluída 
na zona de linearidade da Lei de Beer; 
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- Volumes crescentes de solução concentrada de LUVs de EPC, de modo a que para a 
mesma concentração de fármaco existam concentrações crescentes de lípido; 
- Tampão HEPES até perfazer os 2 mL. 
Foi ainda utilizado um segundo grupo de eppendorfs de 2 mL contendo as referências, 
preparado em simultâneo com as amostras, e ao qual se adicionaram: 
- Volumes crescentes de solução concentrada de LUVs de EPC, de modo a que as 
concentrações lipídicas igualem as das amostras; 
- Tampão HEPES até perfazer os 2 mL. 
As soluções preparadas foram seguidamente incubadas à temperatura ambiente durante 
30 minutos. Em seguida, procedeu-se ao traçado dos espectros de emissão de 
fluorescência das soluções de amostras e referências num espectrofluorímetro. 
Os espectros de emissão foram registados entre 350 a 600 nm e 300 a 800 nm, com uma 
abertura de fenda de 12 e 2,5 para o acebutolol e propranolol, respectivamente. Estes 
espectros foram traçados com intervalos de 0,5 nm, a uma velocidade de varrimento de 
400 nmmin-1. O comprimento de onda de excitação foi escolhido em função da absorção 
máxima dos fármacos, tendo sido seleccionado λmáx = 320 e 286 nm para o acebutolol e 
propranolol, respectivamente. 
As derivadas dos espectros foram calculadas a partir dos espectros de emissão de 
fluorescência, usando o algoritmo de Savitzky-Golay (140), o qual utiliza uma convolução 
polinomial de segunda ordem de treze pontos e um intervalo de comprimentos de onda 
de 0,5 nm (subrotinas providenciadas pelo “software” Microcal Origin 6,1 ™). 
3.2   Resultados 
O coeficiente de partição de um fármaco entre a fase lipídica e a aquosa pode ser 
determinado por espectrofluorimetria, desde que o fármaco seja um composto 
fluorescente e ocorram variações nas propriedades de fluorescência, de acordo com a 
distribuição do fármaco pela membrana e/ ou pela solução aquosa. 
Além disso, a determinação do Kp por espectrofluorimetria apresenta algumas vantagens 
relativamente à determinação espectrofotométrica, nomeadamente, a redução da 
dispersão de luz causada pelas vesículas lipídicas que, no caso da espectrofluorimetria, é 
eficientemente eliminada com a determinação da 1ª derivada dos espectros. Uma outra 
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vantagem deste método reporta-se à sua sensibilidade, que é superior aos métodos 
espectrofotométricos, sendo assim possível a detecção de pequenas variações 
espectrais susceptíveis de ocorrerem como resultado da partição do fármaco no sistema 
lipossoma/água.  
Pelos motivos apresentados, e aproveitando o facto de os fármacos estudados serem 
fluorescentes, efectuou-se a determinação do coeficiente de partição num sistema 
lipossoma/água por espectrofluorimetria e espectrofluorimetria derivativa. 
3.2.1 Determinação do coeficiente de partição para o propranolol 
Na Figura 45 é apresentado um exemplo ilustrativo da eficácia de eliminação da 
dispersão de luz pelo método de espectrofluorimetria e espectrofluorimetria derivativa: 
 
Figura 45 - Espectros de emissão de fluorescência (A) e espectros de 1ª Derivada (B) de 
suspensões de lipossomas LUVs de EPC em tampão HEPES (pH 7,4 e I=0,1), de 
concentrações (µM): 50 (1), 100 (2), 200 (3), 300 (4), 400 (5), 500 (6), 600 (7), 700 (8), 
800 (9), 900 (10), 1000 (11). 
Como é possível observar na Figura 45, a intensidade de luz dispersa correspondente 
aos LUVs de EPC até concentrações elevadas (A) é apenas de 5%, sendo este um valor 
que pode ser perfeitamente corrigido pela simples subtracção da intensidade de emissão 
das referências à intensidade de emissão das amostras correspondentes. 
Adicionalmente, a aplicação da 1ª derivada (B) origina uma total eliminação da dispersão 
de luz, sem necessidade de qualquer correcção posterior.  
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De acordo com o observado, os espectros de emissão de fluorescência dos fármacos em 
estudo, na presença de LUVs de EPC, apresentam, igualmente, uma ligeira subida da 
linha de base à medida que a concentração de lípido aumenta (Figura 46 A, ponto II). 
Este efeito deve-se à já referida dispersão de luz causada pelas vesículas lipídicas, e 
poderia constituir um impedimento ao correcto doseamento do fármaco na fase 
lipossómica. No entanto, após a subtracção das intensidades de fluorescência obtidas 
para as referências, cuja concentração lipídica era semelhante à das amostras, 
conseguiu-se já uma eficiente correcção da luz dispersa (Figura 46 B, ponto II). Pode-se 
ainda observar, nos espectros de emissão do fármaco, a presença de um ponto 
isosbéstico indicativo da existência de duas espécies, correspondentes ao fármaco 
distribuído pela fase membranar e ao fármaco distribuído pela fase aquosa (Figura 46 A, 
ponto I). 
 
Figura 46 – Espectros de emissão de fluorescência (A) e respectivos espectros 
resultantes após a subtracção das referências (B) de amostras de propranolol (10,4 µM) 
preparadas em tampão HEPES (pH 7,4, I =0,1) na presença de concentrações 
crescentes de LUVs de EPC (µM): 0 (1), 50 (2), 100 (3), 200 (4), 300 (5), 400 (6), 500 (7), 
600 (8), 700 (9), 800 (10), 900 (11), 1000 (12). I representa um ponto isosbéstico. II 
representa a linha de base correspondente à dispersão de luz que é eliminada em B, 
após a subtracção da contribuição relativa às referências. 
Tal como foi mostrado na Figura 46, a interferência espectral provocada pela emissão da 
fase lipídica é pequena até concentrações elevadas de lípido e, uma vez que no presente 
estudo se procedeu a uma correcção de espectros das amostras, por subtracção das 
referências correspondentes, foi possível determinar o Kp LUVs/água do propranolol a 
partir do λmáx de emissão (351 nm) sem recurso à derivação de espectros. 
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De igual forma se procedeu no caso dos espectros de excitação, em cujo λmáx (286 nm) 
foi possível determinar o Kp LUVs/água. 
 
 
Figura 47 - Espectros de excitação de fluorescência (A) e respectivos espectros 
resultantes após a subtracção das referências (B) de amostras de propranolol (10,4 µM) 
preparadas em tampão HEPES (pH 7,4, I =0,1) na presença de concentrações 
crescentes de LUVs de EPC (µM): 0 (1), 50 (2), 100 (3), 200 (4), 300 (5), 400 (6), 500 (7), 
600 (8), 700 (9), 800 (10), 900 (11), 1000 (12). II representa um ponto isosbéstico. III 
representa o desvio batocrómico. 
No espectro de excitação é possível verificar, mais uma vez, a existência de um ponto 
isosbéstico (Figura 47 II-B), bem como o deslocamento do espectro para comprimentos 
de onda superiores (III-B), o que indica a presença do fármaco em pelo menos duas 
formas diferentes: uma forma livre, na fase aquosa polar, e uma forma ligada à 
membrana lipídica (103). 
Tal desvio acontece porque, quando o fármaco se encontra distribuído pela fase aquosa 
e membranar, a polaridade do microambiente que o rodeia pode exercer profundos 
efeitos no seu espectro. Estas variações das características espectrais, de acordo com a 
distribuição do fármaco pela membrana e/ou pela solução aquosa, permitem determinar o 
coeficiente de partição através da Equação 9: 
Assim, o valor de Kp LUVs/água do propranolol foi determinado a partir de uma regressão 
não linear (IT vs [L]) obtida por ajuste da Equação 9 aos dados experimentais: intensidade 
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de fluorescência emitida e excitada ao λmáx obtidas para concentrações crescentes de 
LUVs de EPC ([L]).  
Na Figura 48 apresentam-se exemplos de dois ajustes não lineares, obtidos para a 
emissão e excitação, a partir dos quais foi possível a determinação do valor de Kp do 
propranolol: 
 
Figura 48 – Ajustes, pelo método de regressão não linear da Equação 9, aos dados 
experimentais de excitação (A) e emissão (B) corrigidos com a subtracção das 
referências. 
O valor de Kp obtido através da Equação 9 tem como unidades molL
-1. No entanto, para 
que os valores obtidos sejam adimensionais e, portanto, comparáveis com os logP 
octanol/água descritos na literatura, era necessário dividi-los pelo volume molar lipídico 
(Vφ) em Lmol
-1, que para a lecitina é descrito como Vφ = 0,688 (55, 141). 
O valor médio de Kp LUVs/água do propranolol obtido por regressão não linear para os 
λmáx dos espectros corrigidos e, para pelo menos 3 ensaios independentes foi, de 802 ± 
220. 
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3.2.2 Determinação do coeficiente de partição para o acebutolol 
Tal como foi observado para o caso do propranolol, também a espectrofluorimetria 
derivativa se revelou muito eficaz na eliminação da dispersão de luz causada pelos 
modelos membranares utilizados (LUVs de EPC) na determinação do Kp do acebutolol. 
Na Figura 49 é apresentado um exemplo ilustrativo da eficácia da eliminação da 
dispersão de luz por aplicação das 1ª e 2ª derivadas aos respectivos espectros de 
fluorescência, correspondentes às suspensões de lipossomas. 
 
Figura 49 – Espectros de 1ª Derivada (A) e 2ª Derivada (B) de suspensões de lipossomas 
LUVs de EPC em tampão HEPES (pH 7,4 e I=0,1), de concentrações (μM): 50 (1); 100 
(2); 200 (3); 300 (4); 400 (5); 500 (6); 700 (7); 900 (8). 
De acordo com o exposto, procedeu-se à determinação do coeficiente de partição após a 
derivação dos espectros de fluorescência, quer correspondentes à excitação, quer 
correspondentes à emissão. Uma vez que a aplicação da 1ª derivada aos espectros 
origina, já, uma total eliminação da dispersão da luz, optou-se por não efectuar a 
determinação do Kp com derivadas superiores, uma vez que a razão sinal/ruído seria 
superior. 
Na figura seguinte apresentam-se a 1ª derivada dos espectros de excitação e de emissão 
de fluorescência do acebutolol (após subtracção das referências correspondentes). 
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Figura 50 – 1ª Derivada dos espectros de excitação (A) e emissão (B) de fluorescência 
de amostras de acebutolol (40 μM) preparadas em tampão HEPES (pH 7,4; I=0,1) na 
presença de concentrações crescentes de LUVs de EPC (μM): 0 (1); 50 (2); 100 (3); 200 
(4); 300 (5); 400 (6); 500 (7); 700 (8); 900 (9). I indica a existência de pontos isosbésticos. 
II indica o mínimo ao qual se efectua a determinação do coeficiente de partição. 
Na 1ª derivada dos espectros de excitação e de emissão do acebutolol (Figura 50) é 
possível verificar a existência de pontos isosbésticos (I) que indicam a presença do 
fármaco em pelo menos duas formas diferentes: livre na fase aquosa e uma forma ligada 
à membrana lipídica (103). 
Por espectrofluorimetria derivativa, o cálculo do Kp do acebutolol efectuou-se pelo ajuste 
da Equação 10 aos dados experimentais (D vs [L]), através de uma regressão não linear 
(Figura 51), em que o parâmetro ajustado é o Kp. Teoricamente, os valores de Kp podem 
ser calculados a partir dos valores de D (1ª derivada dos espectros) a qualquer 
comprimento de onda. No entanto, de modo a aumentar a razão sinal/ruído, os valores de 
D deverão ser obtidos para os valores dos λmáx ou λmin das derivadas dos espectros 
(Figura 50 B-II), dado que, na vizinhança destes valores, pequenas incorrecções na 
reprodutibilidade dos comprimentos de onda não implicam grandes alterações dos 
valores de D. 
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Figura 51 – Ajustes, pelo método de regressão não linear da Equação 10 aos dados 
experimentais da 1ª derivada de excitação (A) e emissão (B) corrigidos com a subtracção 
das referências. 
Tal como para o propranolol, o valor de Kp do acebutulol obtido através da Equação 10 
tem como unidades molL-1 sendo necessário dividi-lo pelo volume molar lipídico (Vφ) em 
Lmol-1, que para a lecitina é descrito como Vφ = 0,688 (55, 141). 
O valor médio de Kp LUVs/água do acebutulol obtido por regressão não linear para os 
λmáx dos espectros corrigidos e, para pelo menos 3 ensaios independentes foi então de 
2424 ± 1110. 
3.3   Conclusões 
No caso de fármacos que apresentam propriedades fluorescentes, a utilização da 
espectroscopia de fluorescência para a determinação do Kp no sistema lipossoma/água 
revelou ser um método mais adequado do que a espectrofotometria derivativa UV-Vis. De 
facto, as bandas de emissão de fluorescência apresentam menores efeitos de dispersão 
de luz. Estes efeitos são praticamente eliminados com a correcção dos espectros obtidos 
por subtracção das referências correspondentes, ou pela determinação da 1ª derivada 
dos espectros.  
O mesmo não seria possível pelos métodos de espectrofotometria UV-Vis, onde a forte 
interferência espectral da dispersão da luz obriga a processos de cálculo mais exigentes, 
com a correcção dos espectros por subtracção das referências e determinação da 2ª e 3ª 
derivadas dos espectros. 
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3.3.1 Conclusões relativas à determinação do coeficiente de partição 
do propranolol 
De acordo com o acima referido, e observando os resultados da Tabela 8, podemos 
verificar grandes diferenças relativamente aos valores de Kp consoante os sistemas 
utilizados na sua determinação. 
Tabela 8 – Comparação dos valores de Partição do Propranolol. a) Valor calculado 
através de um programa Marvin sketch calculator da ChemaxonTM; b) Valor descrito na 
literatura (137). 
Comparação Valores de Partição do Propranolol 
Sistema LUVs/água Sistema octanol/água 
Valores determinados experimentalmente 
Valor calculado 
teoricamente a 
Valor descrito 
na literatura b 
Kp (molL
-1) 
Kp 
(adimensional) 
log D a pH 7,4 log D a pH 7,4 log P 
552 ± 152 802 ± 220 2,90 ± 0,08 0,36 2,65 
 
Os valores de Kp obtidos experimentalmente foram determinados a pH fisiológico (7,4). A 
este pH, o propranolol apresenta-se quase exclusivamente carregado positivamente, pelo 
que se prevê que as suas interacções com a membrana sejam fundamentalmente do tipo 
electrostático. Assim, o valor de log D a pH 7,4, no sistema octanol/água, é muito inferior 
ao valor de log D determinado experimentalmente no sistema LUVs/água. Tal, deve-se 
ao facto do sistema octanol/água contabilizar apenas a quantidade de fármaco na forma 
neutra que partilharia no octanol. 
Porém, há uma semelhança entre o log D (kp determinado a pH 7,4) obtido 
experimentalmente e o log P (Kp determinado ao pH em que existe maioritariamente a 
forma neutra de fármaco) descrito na literatura, os quais apresentam a mesma ordem de 
grandeza, mas referem-se a tipos de partilha diferentes. No caso do log D a partilha é 
elevada, devido à ligação electrostática do fármaco à componente polar da bicamada 
lipídica. No caso do log P, o elevado coeficiente de partição a que corresponde deve-se 
às interacções hidrofóbicas entre o fármaco na forma neutra e o ambiente apolar do 
octanol. 
Assim, é possível concluir que um valor elevado do coeficiente de partição não é 
conseguido, exclusivamente, por fármacos que estejam na forma neutra ao pH de estudo. 
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Os lipossomas e, em particular, os LUVs, que apresentam uma única bicamada e um 
volume de solução aquosa razoavelmente grande no seu interior, têm um maior interesse 
nos estudos in vitro de interacção dos fármacos com as membranas biológicas, na 
medida em que as mimetizam de uma forma que poderá ser mais facilmente extrapolável 
para as condições in vivo. 
3.3.2 Conclusões relativas à determinação do coeficiente de partição 
do acebutolol 
De acordo com o já referido para o propranolol, e observando os resultados da Tabela 9, 
podemos igualmente verificar grandes diferenças relativamente aos valores de Kp do 
acebutolol consoante os sistemas utilizados na sua determinação.  
Tabela 9 – Comparação dos valores de Partição do Acebutolol. a) Valor calculado através 
de um programa Marvin sketch calculator da ChemaxonTM; b) Valor descrito na literatura 
(142). 
Comparação Valores de Partição do Acebutolol 
Sistema LUVs/água Sistema octanol/água 
Valores determinados experimentalmente 
Valor calculado 
teoricamente a 
Valor descrito 
na literatura b 
Kp (molL
-1) 
Kp 
(adimensional) 
log D a pH 7,4 log D a pH 7,4 log P 
1668 ± 763 2424 ± 1110 3,38 ± 0,21 -0,6 1,45 
 
Os valores de Kp obtidos experimentalmente foram determinados a pH fisiológico (7,4). A 
este pH, o acebutolol apresenta-se, também, quase exclusivamente carregado 
positivamente, pelo que se prevê que as interacções electrostáticas apresentem uma 
forte participação no processo de partilha do fármaco ao nível da membrana. Assim, o 
valor de log D a pH 7,4, no sistema octanol/água, é muito inferior ao valor de log D 
determinado experimentalmente no sistema LUVs/água. Tal se deve ao facto do sistema 
octanol/água não contabilizar a quantidade de fármaco na forma carregada que se ligará, 
eventualmente, às cabeças polares da membrana.  
Então, é possível concluir, mais uma vez, que um valor elevado do coeficiente de partição 
não é conseguido exclusivamente por fármacos que estejam na forma neutra, ao pH de 
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estudo. O acebutolol, estando maioritariamente na forma ionizada, é ainda capaz de 
interagir ao nível da zona interfacial da membrana, possuindo dessa forma um valor 
apreciável de partição, que num sistema bifásico octanol/água não seria contabilizado. 
4 Avaliação da perturbação da microviscosidade, ordem e 
cooperatividade da membrana 
4.1   Condições experimentais 
Reagentes e aparelhos 
Os fármacos estudados (acebutolol e propranolol) e o tampão HEPES hemisodium foram 
adquiridos à SIGMA Chemical CO. (St. Louis, MO, EUA). A 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina 
(DPPC) foi adquirida à Avanti Polar Lipids (Alabama, EUA). As sondas DPH e TMA-DPH 
foram adquiridas à Molecular Probes. 
As restantes substâncias foram adquiridas à MERCK (Darmstadt, Alemanha) com 
qualidade p.a. ou semelhante. 
As soluções concentradas das sondas foram preparadas por dissolução de uma 
quantidade de sonda numa mistura de solventes (clorofórmio/metanol) na proporção 3:2, 
de modo a obter concentrações de sonda na suspensão lipídica final de 5 μM.  
As restantes soluções foram preparadas com água bi-desionisada (condutividade menor 
que 0,1 µScm-1) e tampão HEPES (10 mM; pH 7,4; I=0,1 M com NaCl). 
Para a determinação de pH foi utilizado um eléctrodo de vidro (Russel SWL), com 
eléctrodo de dupla junção AgCl/Ag como eléctrodo de referência. Para as determinações 
espectrofluorimétricas foi utilizado um espectrofluorímetro Perkin Elmer LS-50B, com 
células de quartzo de 10 mm de percurso óptico munido de um suporte para célula 
termostatizada. 
 
Procedimento Experimental 
Foram preparados lipossomas unilamelares (LUVs) de DPPC marcados com as sondas 
TMA-DPH ou DPH, tal como foi descrito anteriormente.  
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Os estudos foram realizados a pH 7,4 em soluções lipídicas marcadas, de concentração 
500 µM. 
A incorporação dos fármacos nas soluções lipídicas marcadas foi efectuada de duas 
formas:  
Procedimento de incubação 
Neste caso, as amostras foram preparadas por adição de uma determinada quantidade 
de solução concentrada de fármaco, de forma a obter suspensões lipossómicas com a 
quantidade pretendida de composto a estudar ([propranolol] = 10 µM; [acebutolol] = 50 
µM).  
Depois da preparação dos LUVs, e após agitação suave, as suspensões LUVs/fármaco 
foram incubadas durante 30 minutos acima da temperatura de transição de fase (45 ± 0,1 
°C). 
Procedimento de inclusão 
Os compostos estudados (propranolol e acebutolol) foram adicionados directamente à 
fase clorofórmica durante a preparação dos lipossomas de forma a obter a concentração 
de fármaco mais elevada. Após a dissolução dos compostos, a preparação das amostras 
seguiu os mesmos passos descritos para a preparação de lipossomas unilamelares de 
DPPC marcados com as sondas. 
 
Seguidamente, procedeu-se à determinação da anisotropia de estado estacionário a 
diferentes temperaturas, num intervalo de 25 a 60 ± 0,1 °C, com uma sonda de 
temperatura. Os comprimentos de onda de excitação foram definidos como 360 nm e os 
de emissão como 440 nm para a TMA-DPH e 426 nm para a DPH.  
A abertura da fenda foi ajustada de acordo com os ensaios realizados, variando entre 2,5 
e 4 nm, e o tempo de integração utilizado foi de 10 segundos. 
4.2   Resultados 
Pretende-se, com o uso de duas sondas de fluorescência de localização bem 
caracterizada e distinta na membrana, analisar de que forma os fármacos 
cardiovasculares estudados interagem em diferentes zonas na membrana (uma mais 
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superficial ao nível das cabeças polares dos fosfolípidos e outra mais profunda ao nível 
das caudas hidrofóbicas), e como afectam as propriedades biofísicas dessas zonas 
membranares, tais como a transição de fase (Tm); a cooperatividade da transição de fase 
e a ordem membranar. Para isso, recorreu-se à utilização de fármaco incubado em 
concentrações mais reduzidas com a membrana lipídica, e também à utilização de 
concentrações mais extremas de fármaco, na tentativa de simular as consequências de 
concentrações superiores resultantes, por exemplo, de bioacumulação. 
4.2.1 Resultados obtidos para o propranolol 
A influência do propranolol nas propriedades biofísicas da membrana foi determinada 
através da representação gráfica dos valores de anisotropia em função da temperatura. 
Na Figura 52 apresenta-se a representação das curvas sigmóides correspondentes à 
interacção do propranolol com LUVs marcados com a sonda DPH (A) e TMA-DPH (B).  
 
Figura 52 – Anisotropia de estado estacionário da sonda DPH (A) e TMA-DPH (B) na 
ausência (círculo a preto) e na presença de propranolol adicionado por incubação (círculo 
cinza) e por inclusão (círculo branco), medida em função da temperatura. Cada ponto 
corresponde a um valor médio ± desvio padrão de pelo menos 3 ensaios e as linhas são 
o melhor ajuste obtido de acordo com a Equação 13. 
Por análise da figura Figura 52 A é possível verificar que o efeito do propranolol nas 
propriedades biofísicas da membrana dá-se, principalmente, após a temperatura de 
transição de fase, ou seja, na fase fluida membranar. Comparativamente aos LUVs de 
DPPC na ausência de fármaco, os valores da anisotropia para os LUVs de DPPC na 
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presença de fármaco diminuíram, o que significa um efeito de fluidificação do propranolol 
dependente da concentração. 
Em relação à Figura 52 B pode verificar-se que o efeito do propranolol para a 
concentração mais baixa testada corresponde a uma ligeira fluidificação na fase de gel, e 
a um ligeiro aumento da rigidez na fase fluida membranar. No entanto, o aumento da 
concentração de propranolol leva a um efeito de fluidificação nas duas fases, sendo que 
esse efeito é mais notório na fase fluida membranar. 
Comparando os resultados obtidos para as duas sondas, verifica-se que, no caso dos 
LUVs marcados com DPH, o efeito de fluidificação do propranolol é visível mesmo para 
baixas concentrações. Em contrapartida, nos LUVs com TMA-DPH foi necessário atingir 
uma elevada concentração de fármaco para que os efeitos de fluidificação se tornassem 
evidentes. Tal, deve-se ao facto da sonda DPH reportar os efeitos do fármaco na zona 
das cadeias dos ácidos gordos da membrana, que é uma zona mais fluida e mais 
facilmente perturbada. Já a TMA-DPH reporta os efeitos do fármaco na zona das 
cabeças polares da membrana, que correspondem a uma zona designada por plateau, 
que apresenta uma maior rigidez e, como tal, maior resistência à perturbação. 
A partir de cada um dos perfis sigmóides obtidos, para as diferentes concentrações de 
fármacos testadas, foram calculados os diversos parâmetros biofísicos que caracterizam 
o estado da membrana: Tm, B e S. 
De forma a visualizar melhor o efeito do propranolol na temperatura de transição de fase 
membranar, apresenta-se na Figura 53 uma representação gráfica dos efeitos referidos 
em função do tipo de sonda e da concentração de fármaco. 
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Figura 53 – Efeito do propranolol na temperatura de transição de fase dos LUVs de 
DPPC (linha a tracejado refere-se ao valor médio da Tm na ausência de fármaco) 
marcados com TMA-DPH (a cinza escuro) e DPH (a cinza claro). 
Por análise da Figura 53 é possível verificar que o propranolol diminui a temperatura de 
transição de fase dos LUVs de DPPC marcados, quer com a sonda TMA-DPH, quer com 
a sonda DPH. Tal significa que o propranolol interage tanto com a zona polar mais 
superficial da membrana (reportada pela TMA-DPH), como com a zona apolar mais 
profunda (reportada pela DPH). 
No entanto, pode analisar-se, também, que este efeito de diminuição da temperatura de 
transição de fase é mais significativo para os LUVs de DPPC marcados com a sonda 
TMA-DPH, o que indica uma localização preferencial do fármaco ao nível das cabeças 
polares dos fosfolípidos. 
É ainda de salientar que o efeito de abaixamento da Tm dos LUVs de DPPC marcados 
com a sonda DPH é menor para as concentrações mais altas de propranolol testadas 
(ver Figura 53, barra cinza claro correspondente à maior concentração representada). 
Uma possível explicação para este facto poderá residir na repulsão electrostática 
existente entre as moléculas de fármaco carregadas positivamente, que poderão ser 
inclusivamente expulsas do ambiente membranar apolar para a fase aquosa, diminuindo 
a concentração efectiva de fármaco capaz de alterar a temperatura de transição de fase. 
Este mesmo efeito não se verifica para a porção de fármaco que interage com a 
membrana mais superficialmente, porque, neste caso, uma maior concentração de 
fármaco promove uma interacção electrostática mais forte com os grupos carregados da 
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superfície da membrana (ver Figura 53, barra cinza escuro correspondente à maior 
concentração representada). 
Para uma análise mais clara dos resultados, os parâmetros Tm, B e S calculados 
encontram-se sumarizados na Tabela 10, onde se apresentam os seus valores médios 
correspondentes aos LUVs marcados na ausência do fármaco e na presença da menor e 
da maior concentração de fármaco obtidas, respectivamente, pelo método de incubação 
e inclusão. 
Tabela 10 – Parâmetros biofísicos Tm , B e S calculados para LUVs de DPPC marcados 
com TMA-DPH e DPH, na ausência e na presença de concentrações crescentes de 
propranolol.  
LUVs DPPC + DPH 
Concentração de 
propranolol µM 
Tm 
B 
(Cooperatividade) 
S (Ordem) 
0 42,47 ± 0,21 1241 ± 334 0,692 
10 42,00 ± 0,56 681 ± 170 0,287 
265 38,96 ± 0,21 527 ± 72 0,159 
LUVs DPPC + TMA-DPH 
Concentração de 
propranolol µM 
Tm 
B 
(Cooperatividade) 
S (Ordem) 
0 42,22 ± 0,14 878 ± 88 0,692 
10 42,15 ± 0,47 1038 ± 294 0,719 
250 37,56 ± 0,58 623 ± 277 0,603 
 
Considera-se que a transição da fase gel para a fase fluida membranar, Tm, é um 
processo cooperativo, quando ocorre praticamente em simultâneo em todos os pontos da 
membrana. No entanto, a presença de elementos estranhos à constituição lipídica da 
membrana (por exemplo fármacos) pode levar a uma diminuição da cooperatividade, 
devido à propagação lenta da transição de fase ao longo da membrana.  
De acordo com o que acima foi referido, e ao analisarmos os resultados obtidos na 
Tabela 10 para os LUVs de DPPC marcados com DPH, é possível verificar uma 
diminuição da cooperatividade do fenómeno de transição de fase, dependente da 
concentração de propranolol. 
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No caso dos LUVs de DPPC marcados com TMA-DPH, e em concordância com o que 
havia sido dito relativamente ao efeito do fármaco na fase fluida, a cooperatividade sofre 
apenas uma diminuição para a concentração mais elevada de fármaco. Este facto é 
devido à TMA-DPH reportar para as zonas das cabeças polares da membrana que são, 
portanto, mais dificilmente perturbadas. 
Por análise da Tabela 10 verifica-se que, no caso dos LUVs de DPPC marcados com 
DPH, a ordem membranar diminui com o aumento da concentração de propranolol, o que 
é coerente com o já referido efeito de fluidificação deste fármaco. 
De igual modo ao anteriormente verificado para os LUVs de DPPC marcados com TMA-
DPH, apenas para concentrações maiores de fármaco se verifica um efeito de diminuição 
da ordem membranar, pelo facto de a zona do plateau polar ser mais rígida e, portanto, 
mais ordenada. 
4.2.2 Resultados obtidos para o acebutolol 
A influência do acebutolol nas propriedades biofísicas da membrana foi determinada 
através da representação gráfica dos valores da anisotropia em função da temperatura. 
Na Figura 54 apresenta-se a representação das curvas sigmóides correspondentes à 
interacção do acebutolol com LUVs marcados com sonda DPH (A) e TMA-DPH (B). 
 
Figura 54 – Anisotropia de estado estacionário da sonda DPH (A) e TMA-DPH (B) na 
ausência (círculo a preto) e na presença de acebutolol adicionado por incubação (círculo 
cinza) e por inclusão (círculo branco), medida em função da temperatura. Cada ponto 
corresponde a um valor médio ± desvio padrão de pelo menos 3 ensaios e as linhas são 
o melhor ajuste obtido de acordo com a equação Equação 13. 
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Por análise da Figura 54 A é possível verificar que o efeito do acebutolol nas 
propriedades biofísicas da membrana, marcada com a sonda DPH, é mais acentuado a 
temperaturas superiores à temperatura de transição de fase, ou seja, na fase fluida 
membranar. De facto, por comparação com os valores de anisotropia dos LUVs na 
ausência de fármaco, o aumento da concentração de acebutolol adicionado à membrana 
provoca uma notória diminuição dos valores de anisotropia, o que significa um efeito de 
fluidificação membranar dependente da concentração de acebutolol.  
Em relação à Figura 54 B podemos verificar que o efeito do acebutolol, quer na fase gel, 
quer na fase fluida membranar, é reduzido. No entanto, verifica-se que, no intervalo 
correspondente à transição de fase, o efeito do acebutolol é mais marcado, com o desvio 
da anisotropia para valores inferiores que pode ser traduzido como uma alteração notória 
da temperatura de transição de fase.  
A partir de cada uma das curvas sigmóides obtidas para as diferentes concentrações de 
acebutolol testadas, foram calculados os diversos parâmetros biofísicos que caracterizam 
o estado da membrana: Tm, B e S. Estes parâmetros encontram-se sumarizados na 
Tabela 11 que reúne os seus valores médios correspondentes aos LUVs marcados na 
ausência de fármaco e na presença da menor e maior concentração de fármaco obtidas, 
respectivamente, pelo método de incubação e inclusão. 
Tabela 11 - Parâmetros biofísicos Tm , B e S calculados para LUVs de DPPC marcados 
com TMA-DPH e DPH na ausência e na presença de concentrações crescentes de 
acebutolol. 
LUVs DPPC + DPH 
Concentração de 
acebutolol µM 
Tm 
B 
(Cooperatividade) 
S (Ordem) 
0 42,47 ± 0,21 1241 ± 334 0,692 
50 41,80 ± 0,11 777 ± 201 0,386 
310 40,75 ± 0,19 536 ± 66 0,286 
LUVs DPPC + TMA-DPH 
Concentração de 
acebutolol µM 
Tm 
B 
(Cooperatividade) 
S (Ordem) 
0 42,22 ± 0,14 878 ± 88 0,692 
50 42,06 ± 0,73 644 ± 294 0,695 
235 39,73 ± 0,55 444 ± 112 0,649 
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Ao analisarmos os resultados obtidos na Tabela 11 para os LUVs de DPPC marcados, 
quer com a sonda DPH, quer com a sonda TMA-DPH, é possível verificar uma diminuição 
da cooperatividade do fenómeno de transição de fase dependente da concentração de 
acebutolol. Verifica-se, ainda, uma diminuição da ordem membranar com o aumento da 
concentração de fármaco, sendo este efeito mais visível no interior membranar (reportado 
pela sonda DPH). Esta observação está em concordância com o já referido efeito de 
fluidificação do acebutolol em LUVs marcados com DPH. Com respeito às camadas 
superficiais da membrana (reportadas pela TMA-DPH), verifica-se uma menor diminuição 
da ordem membranar pelo facto de esta ser uma zona mais dificilmente perturbável. No 
entanto, a presença do acebutolol ao nível das cabeças polares da membrana é notória, 
como se constata pela diminuição da cooperatividade do processo de transição de fase 
observado para a sonda TMA-DPH. 
4.3 Conclusões 
4.3.1 Conclusões relativas aos efeitos do propranolol na biofísica 
membranar 
O propranolol revelou, de um modo geral, um efeito nas propriedades biofísicas 
membranares que pode ser resumido por: 
1) uma diminuição da microviscosidade da membrana, comprovada pela diminuição 
da temperatura de transição de fase em cerca de 4 °C; 
2) uma diminuição da cooperatividade da transição de fase membranar; 
3) uma diminuição da ordem do empacotamento lipídico membranar. 
Estes três efeitos fundamentais revelam um efeito geral de aumento notório da fluidez 
membranar por acção do propranolol. 
 A perturbação significativa da fluidez membranar pelo propranolol poderá estar 
relacionada com o seu efeito terapêutico. Assim, por um lado, os efeitos perturbadores na 
membrana explicam a capacidade do fármaco atravessar as diferentes barreiras lipídicas 
que encontra no seu trajecto, desde a fase de absorção no lúmen intestinal, que é 
essencialmente revestido por uma monocamada de lipídos semelhantes ao DPPC, até à 
fase farmacodinâmica, onde o fármaco tem de, igualmente, atravessar as biomembranas 
para se dirigir ao seu local de acção e produzir o efeito farmacológico pretendido. 
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Este método, para além de fornecer uma visão geral do efeito perturbador do propranolol 
ao nível membranar, permite ainda distinguir efeitos distintos, de acordo com a 
localização deste fármaco na membrana. Desta forma, comprova-se a já descrita 
existência de zonas membranares com fluidez distinta, que incluem o designado plateau 
correspondente às cabeças polares mais dificilmente afectadas pelo fármaco, e o core 
membranar, correspondente às caudas apolares dos ácidos gordos, que são mais fluidas 
e mais facilmente perturbadas. 
4.3.2 Conclusões relativas aos efeitos do acebutolol na biofísica 
membranar 
Os efeitos do acebutolol nas propriedades biofísicas membranares foram os seguintes: 
1) Diminuição da microviscosidade membranar, mais notória ao nível da 
superfície polar, comprovada pelo decréscimo da temperatura de transição de 
fase em cerca de 2,5 °C; 
2) Diminuição da cooperatividade da transição de fase membranar observada, 
quer na superfície polar, quer no interior da membrana; 
3) Diminuição da ordem do empacotamento lipídico. 
Estes três efeitos fundamentais indicam um aumento da fluidez membranar por acção do 
acebutolol. Pode-se ainda estabelecer uma correlação entre este efeito perturbador da 
membrana e os efeitos terapêuticos do fármaco. De facto, a actividade simpaticomimética 
intrínseca do acebutolol é descrita como relacionável com os maiores efeitos 
perturbadores na membrana, pelo que os resultados obtidos pelo método de 
determinação da anisotropia in vitro corroboram os já verificados efeitos in vivo deste 
fármaco. 
Assim, comparativamente ao propranolol, o efeito do acebutolol na temperatura de 
transição de fase foi inferior (o propranolol provocou uma diminuição da Tm de cerca de 4 
°C, enquanto que para o acebutolol essa diminuição é de cerca de 2,5 °C). Os efeitos, 
relativamente, às diferentes localizações na membrana foram, também, ligeiramente 
diferentes para os dois fármacos. Então, no caso do propranolol a zona das cabeças 
polares quase não sofreu alterações da cooperatividade da transição de fase, ao passo 
que o acebutolol induziu uma diminuição da cooperatividade superior, a este nível, o que 
é indicativo de uma presença efectiva do acebutolol ao nível das cabeças polares dos 
fosfolípidos da membrana. 
                                                                                     Métodos experimentais e resultados 
128 
 
5. Avaliação da ligação à membrana por estudos de 
fluorescência com sonda ANS 
5.1   Condições experimentais 
Reagentes e aparelhos 
Os fármacos estudados (acebutolol e propranolol) e o tampão HEPES hemisodium foram 
adquiridos à SIGMA Chemical CO. (St. Louis, MO, EUA). A 1,2-dipalmitoilfosfatidilcolina 
(DPPC) foi adquirida à Avanti Polar Lipids (Alabama, EUA). O ácido 1-anilinonaftaleno-8-
sulfónico (1,8-ANS) foi adquirido à Molecular Probes (Eugene, OR). 
As restantes substâncias foram adquiridas à MERCK (Darmstadt, Alemanha) com 
qualidade p.a. ou semelhante. 
Uma solução concentrada de ANS (solução stock de concentração 6 mM) foi preparada 
por dissolução em etanol e armazenada ao abrigo da luz para posteriores utilizações. Em 
cada ensaio procedeu-se à preparação de solução de trabalho de ANS (concentração 3 
mM), por diluição em etanol da solução stock.  
As restantes soluções foram preparadas com água bi-desionisada (condutividade menor 
que 0,1 µScm-1) e tampão HEPES (10 mM; pH 7,4; I=0,1 M com NaCl). 
Para a determinação de pH foi utilizado um eléctrodo de vidro (Russel SWL), com 
eléctrodo de dupla junção AgCl/Ag como eléctrodo de referência. Para as determinações 
espectrofluorimétricas foi utilizado um espectrofluorímetro Perkin Elmer LS-50B, com 
células de quartzo de 10 mm de percurso óptico, munido de um suporte para célula 
termostatizada. 
Procedimento Experimental 
Foram preparados lipossomas unilamelares (LUVs) de DPPC, tal como foi descrito 
anteriormente.  
Os estudos foram realizados a pH 7,4 e consistiram na incubação de concentrações 
crescentes de fármaco (definidas de acordo com a zona linear da curva de calibração) 
com lipossomas (LUVs de DPPC com concentração 50 μM) a uma temperatura de 50°C, 
durante 60 minutos. Assim, para o propranolol foram testadas as concentrações (μM): 
2,7; 5,4; 8,1 e 10,8. Para o acebutulol foram testadas concentrações mais elevadas (μM): 
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10; 20; 30; 40; 50; 60. Também foram realizados ensaios na ausência de fármaco, 
designados por branco.  
Após a incubação, as amostras foram colocadas à temperatura ambiente e sujeitas a 
titulação com a solução de trabalho de ANS. Sob agitação contínua, mediu-se a emissão 
de fluorescência da sonda ANS adicionada aos lípidos a 480 nm, com comprimento de 
onda de excitação definido como 385 nm. 
5.2   Resultados 
Tal como foi dito anteriormente, o estudo da ligação da sonda ANS aos lipossomas na 
ausência e na presença de diferentes concentrações de fármaco teve os seguintes 
objectivos: (i) investigar se os fármacos cardiovasculares estudados apresentavam um 
mecanismo de competição para os mesmos locais de ligação da ANS; (ii) obter 
parâmetros de associação da sonda à bicamada lipídica e verificar como esses 
parâmetros eram alterados face à presença dos fármacos; e (iii) determinar as variações 
de potencial de superfície condicionadas pela presença de diferentes concentrações de 
fármaco. 
5.2.1 Resultados obtidos para o propranolol 
Através dos declives das zonas lineares dos perfis de adsorção da sonda ANS à 
membrana, na ausência e na presença de concentrações crescentes de propranolol, foi 
possível determinar os coeficientes de emissão cujos valores se encontram 
representados na tabela seguinte: 
Tabela 12 – Valores dos Coeficientes de Emissão obtidos na ausência e na presença de 
concentrações crescentes de Propranolol. 
Propranolol (μM) Coeficiente de Emissão 
0 (Branco) 21,16 ± 0.35 
2,7  4,97 ± 0.26 
5,4  4,88 ± 0.55 
8,1  3,67 ± 0.40 
10,8  4,05 ± 1.18 
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Por observação da tabela verifica-se que, relativamente, ao branco, a presença de 
propranolol leva a uma apreciável redução do coeficiente de emissão, o que é revelador 
da existência de um mecanismo de competição entre o propranolol e a sonda ANS para 
os mesmos locais de ligação à membrana.  
Na Figura 55 apresentam-se os resultados dos estudos de ligação da sonda ANS à 
bicamada lipídica na ausência e na presença de concentrações crescentes de 
propranolol, a partir dos quais se efectuou a determinação dos parâmetros de 
associação, através da aplicação da isotérmica de Freundlich (Equação 16). 
 
 
Figura 55 – Intensidade de fluorescência em função da concentração de ANS adsorvida a 
lipossomas de DPPC (50 μM) na ausência (B) e na presença de concentrações 
crescentes de propranolol (μM).: 2,7 (1); 5,4 (2); 8,1 (3); 10,8 (4); 13,5 (5). Em (II) detalhe 
da zona a tracejado do gráfico (I). Os resultados apresentados correspondem à média ± 
desvio padrão de 3 ensaios independentes e as linhas são o melhor ajuste obtido de 
acordo com a Equação 16. 
A partir dos perfis de adsorção representados foi possível a determinação dos 
parâmetros de associação da sonda ANS à membrana, que se encontram reunidos na 
tabela seguinte: 
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Tabela 13 – Parâmetros de associação da sonda ANS à membrana (LUVs de DPPC) 
obtidos por ajuste dos dados experimentais na ausência e presença de concentrações 
crescentes de propranolol à Equação 16. Cmáx é a intensidade máxima de fluorescência 
(relacionada com a concentração máxima de sonda ligada à membrana); K é a constante 
de dissociação da sonda à membrana; e b é a cooperatividade do processo de ligação da 
sonda ANS à membrana. Os valores apresentados correspondem à média ± desvio 
padrão de pelo menos 3 ensaios independentes. 
[Propranolol] (μM) Cmáx K (10
-2) b 
0 (Branco) 1229 ± 47 2,49 ± 0,067 1,05 ± 0,027 
2,7 192 ± 3 4,60 ± 0,023 1,29 ± 0,089 
5,4 180 ± 2 4,76 ± 0,53 1,46 ± 0,073 
8,10 201 ± 18 3,06 ± 0,27 1,25 ± 0,13 
10,8 209 ± 15 3,02 ± 0,75 1,10± 0,27 
 
Por observação da tabela anterior, verifica-se que a concentração máxima de sonda ANS 
necessária para a ligação total à membrana diminuiu face à presença de propranolol. Tal 
se deve à existência de um mecanismo competitivo entre o fármaco e a sonda, para os 
mesmos locais de ligação. Assim, quando o propranolol está presente liga-se, 
preferencialmente, à membrana, diminuindo o número de locais de ligação disponíveis 
para a ligação da sonda ANS, que assim apresenta uma concentração máxima inferior.  
O valor da constante de dissociação (K) da sonda ANS à membrana aumenta, 
significativamente, quando o fármaco está presente, comparativamente ao valor obtido na 
sua ausência. Este facto indica que na presença de propranolol ocorre uma maior 
dissociação da ANS da membrana e, consequentemente, uma menor ligação desta à 
membrana, devido à existência de fármaco que a ela se liga preferencialmente. 
Em relação à cooperatividade do processo de ligação, b, esta não é significativamente 
alterada pela presença do fármaco, dado que o efeito do fármaco se reflecte mais no 
impedimento da ligação da sonda à superfície da membrana e menos na alteração da 
rapidez com que a sonda se liga à membrana. Assim a ligação da sonda à membrana 
diminui, porque o fármaco se liga preferencialmente à superfície dos fosfolípidos, mas a 
cooperatividade com que a sonda se liga não é afectada. 
Para além dos parâmetros de associação, é ainda possível determinar as variações do 
potencial de superfície membranar, através da Equação 17, a partir dos valores 
apresentados na Tabela 14. 
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Tabela 14 – Influência de concentrações crescentes de propranolol no potencial de 
superfície membranar, ψ (mV), calculado para a membrana lipídica (LUVs de DPPC) 
através da Equação 17. Os valores apresentados correspondem à média ± desvio padrão 
de pelo menos 3 ensaios independentes. 
[Propranolol] (μM) 
Potencial de superfície membranar, ψ 
(mV) 
2,7 -15,7 ± 0,1 
5,4 -16,6 ± 2,7 
8,10 -5,3 ± 2,2 
10,8 -4,9 ± 5,1 
 
Apesar dos valores obtidos para a variação do potencial de superfície não traduzirem 
numericamente a carga efectiva da membrana, uma vez que as razões DPPC/ANS são 
constantemente alteradas, a observação destes valores é extremamente útil sob o ponto 
de vista de comparação dos valores obtidos às várias concentrações de fármaco 
testadas.  
Os valores apresentados correspondem a uma diminuição, em valor absoluto, do 
potencial membranar em função da concentração de propranolol. Esta diminuição deve-
se à possível interacção electrostática entre o grupo amina catiónico do propranolol e o 
grupo fosfato aniónico do DPPC. Assim, a carga negativa do fosfato, presente na 
superfície membranar, vai sendo progressivamente neutralizada, enquanto que a carga 
positiva da colina se mantém efectiva, resultando numa carga superficial 
progressivamente mais positiva para concentrações de fármaco superiores.  
5.2.2 Resultados obtidos para o acebutolol 
Para avaliar a existência de um mecanismo de competição do acebutolol para os 
mesmos locais de ligação da ANS à membrana foram efectuadas as determinações dos 
coeficientes de emissão. Estes coeficientes foram calculados pelas zonas lineares dos 
perfis de adsorção da sonda à membrana na ausência e na presença de concentrações 
crescentes de acebutolol. Os valores dos coeficientes de emissão calculados encontram-
se representados na tabela seguinte. 
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Tabela 15 - Valores dos coeficientes de emissão obtidos na ausência e na presença de 
concentrações crescentes de acebutolol. Os valores apresentados correspondem à 
média ± desvio padrão de pelo menos 3 ensaios independentes. 
[Acebutolol] (μM) Coeficiente de Emissão 
0 (Branco) 21,16 ± 0,35 
10  27,94 ± 0,22 
20  20,21 ± 1,01 
30  16,97 ± 0,23 
40  12,59 ± 1,41 
50  10,65 ± 0,87 
60  6,624 ± 0,18 
 
Por observação da Tabela 15 verifica-se que, à excepção das concentrações menores 
(10 e 20 μM), os coeficientes de emissão diminuíram com o aumento da concentração de 
acebutolol. Esta observação constitui uma indicação de que existe um mecanismo de 
competição entre o fármaco e a sonda para os mesmos locais de ligação na membrana. 
Para as concentrações menores referidas acima, os coeficientes de emissão obtidos 
foram da mesma ordem de grandeza do coeficiente de emissão obtido para o branco, o 
que significa que não existe fármaco em concentração suficiente para uma efectiva 
ligação à superfície membranar. 
Uma vez que a sonda ANS possui um grupo sulfonato que estabelece ligação com as 
cabeças polares dos fosfolípidos (neste caso com as cargas positivas da colina), a 
ocorrência de competição do acebutolol é indicativa de que as moléculas deste fármaco 
se ligam à mesma região membranar. 
Para além dos coeficientes de emissão, foram calculados os restantes parâmetros de 
associação da sonda ANS à membrana na ausência e na presença de concentrações 
crescentes de acebutolol. Na Figura 56 apresentam-se os perfis de adsorção, para os 
quais se efectuou a determinação dos parâmetros de associação, através da aplicação 
da isotérmica de Freundlich (Equação 16). 
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Figura 56 – Intensidade de fluorescência em função da concentração de ANS adsorvida a 
lipossomas de DPPC (50 μM) na ausência (B) e na presença de concentrações 
crescentes de acebutolol (μM): 10 (1); 20 (2); 30 (3); 40 (4); 50 (5); 60 (6). Os resultados 
apresentados correspondem à média ± desvio padrão de 3 ensaios independentes e as 
linhas são o melhor ajuste obtido de acordo com a Equação 16. 
Na Tabela 16 encontram-se reunidos os parâmetros de adsorção calculados a partir do 
ajuste efectuado, apresentado na Figura 56.  
Tabela 16 - Parâmetros de associação da sonda ANS à membrana (LUVs de DPPC) 
obtidos por ajuste dos dados experimentais na ausência e presença de concentrações 
crescentes de acebutulol à Equação 16. Cmáx é a intensidade máxima de fluorescência 
(relacionada com a concentração máxima de sonda ligada à membrana); K é a constante 
de dissociação da sonda à membrana e b é a cooperatividade do processo de ligação da 
sonda ANS à membrana. Os valores apresentados correspondem à média ± desvio 
padrão de pelo menos 3 ensaios independentes. 
[Acebutolol] (μM) Cmáx K (10
-2) b 
0 (Branco) 1223 ± 47 2,49 ± 0,19 1,02 ± 0,062 
10  765 ± 11 6,14 ± 0,29 1,24 ± 0,054 
20  774 ± 42 3,73 ± 0,42 1,03 ± 0,093 
30  673 ± 21 4,07 ± 0,20 1,15 ± 0,084 
40  619 ± 34 2,98 ± 0,93 0,95 ± 0,19 
50  499 ± 13 3,53 ± 0,087 1,18 ± 0,10 
60  363 ± 15 3,13 ± 0,40 1,20 ± 0,047 
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Por observação da tabela anterior verifica-se que a concentração máxima de sonda ANS 
necessária para a ligação total à membrana diminuiu proporcionalmente à concentração 
de acebutolol. Esta diminuição constitui mais uma evidência da existência de um 
mecanismo competitivo entre o fármaco e a sonda para os mesmos locais de ligação. 
Assim, para concentrações elevadas de fármaco, este liga-se preferencialmente à 
membrana, diminuindo o número de locais de ligação disponíveis para a ligação da 
sonda ANS que, assim, apresenta uma concentração máxima inferior. 
O valor da constante de dissociação (K) da sonda ANS à membrana aumenta 
significativamente quando o fármaco está presente, comparativamente com o valor obtido 
na sua ausência. Este facto mostra que na presença de acebutolol ocorre uma maior 
dissociação da ANS da membrana e, consequentemente, uma menor ligação desta à 
membrana, devido à existência de fármaco que a ela se liga preferencialmente. 
Em relação à cooperatividade do processo de ligação, b, esta não é significativamente 
alterada pela presença do fármaco, dado que o fármaco impede, essencialmente, a 
ligação da sonda à membrana, mas não vai influenciar significativamente a rapidez com o 
processo de ligação se dá.  
Para além dos parâmetros de associação, é ainda possível determinar as variações dos 
valores do potencial de superfície membranar através da Equação 17 apresentados na 
Tabela 17. 
Tabela 17 - Influência de concentrações crescentes de acebutulol no potencial de 
superfície membranar, ψ (mV), calculado para a membrana lipídica (LUVs de DPPC) 
através da Equação 17. Os valores apresentados correspondem à média ± desvio padrão 
de pelo menos 3 ensaios independentes. 
[Acebutolol] (μM) 
Potencial de superfície 
membranar, ψ (mV) 
10 -23,2 ± 1,21 
20 -10,4 ± 0,682 
30 -12,6 ± 1,30 
40 -4,62 ± 4,54 
50 -8,94 ± 0,618 
60 -5,87 ± 3,22 
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De acordo com os resultados apresentados, é possível verificar que existe uma 
diminuição em valor absoluto do potencial membranar com o aumento da concentração 
de acebutolol. É possível que, tal como sucedia com o propranolol, o grupo amina 
catiónico do acebutolol seja atraído pelo grupo fosfato aniónico do DPPC. Assim, a carga 
negativa do fosfato presente na superfície membranar vai sendo progressivamente 
neutralizada, enquanto que a carga positiva da colina se mantém efectiva, resultando 
numa carga superficial progressivamente mais positiva para concentrações de fármaco 
superiores.  
5.3   Conclusões 
5.3.1 Conclusões para o acebutolol e o propranolol 
De acordo com os resultados obtidos pela técnica de ligação à membrana por estudos de 
fluorescência com a sonda ANS é possível concluir que o potencial de superfície 
membranar modulará provavelmente a interacção do acebutolol e propranolol com a 
membrana. 
De facto, ao pH fisiológico reproduzido nos estudos in vitro realizados tanto o propranolol 
como o acebutolol se encontram carregados positivamente promovendo uma ligação 
electrostática ao grupo fosfato negativo das cabeças polares da membrana. 
Este facto foi comprovado não só pela variação da carga superficial da membrana, mas 
também pela alteração dos parâmetros de associação da sonda ANS à membrana. Estes 
parâmetros revelaram uma progressiva diminuição da ligação da sonda com o aumento 
da concentração dos fármacos em virtude de um mecanismo de competição do fármaco 
com a sonda para os mesmos locais de ligação à membrana. 
No entanto, se fizermos uma análise comparativa dos resultados obtidos para os dois 
compostos estudados, verificamos que enquanto para o acebutolol os efeitos observáveis 
são proporcionais à concentração, sendo necessárias concentrações maiores para 
verificar uma ligação à superfície membranar, no caso do propranolol o efeito de ligação 
à membrana é muito mais intenso e imediato, requerendo concentrações inferiores 
(concentrações menores que 10 μM). Tal pode ser indicativo de que a ligação 
electrostática à superfície membranar apresenta no caso do propranolol uma influência 
ainda mais significativa na ligação deste composto à membrana. 
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6. Avaliação do efeito no tamanho e na carga membranar por 
determinação do potencial zeta por dispersão de luz 
dinâmica 
6.1   Condições experimentais 
Reagentes e aparelhos 
Os fármacos estudados (propranolol e acebutolol), a fosfatidilcolina de gema de ovo 
(EPC) e o tampão HEPES hemisodium foram adquiridos à SIGMA Chemical CO. (St. 
Louis, MO, EUA). 
As soluções foram preparadas com água bi-desionisada (condutividade menor que 0,1 
µScm-1) e tampão HEPES (10 mM; pH 7,4). 
Para a determinação de pH foi utilizado um eléctrodo de vidro (Russel SWL), com 
eléctrodo de dupla junção AgCl/Ag como eléctrodo de referência.  
As determinações do tamanho dos lipossomas e do potencial zeta foram realizadas 
utilizando um aparelho de dispersão de laser, Zetasizer Nano ZS (Malvern Instruments 
Ltd, Malvern, UK). 
Procedimento experimental 
Os lipossomas foram preparados pelo método de hidratação do filme lipídico e 
processados por extrusão para obter lipossomas unilamelares (LUVs) segundo o 
processo já descrito. Foram preparadas suspensões lipossómicas de LUVs de 
concentração 100 μM às quais foram adicionadas concentrações crescentes de fármaco: 
- Propranolol – 0; 18; 36; 45; 89; 178; 268; 312 μM; 
- Acebutolol – 0; 9; 17; 34; 43; 51; 64; 86; 129; 172; 257; 343; 515 μM. 
Seguidamente, a distribuição do tamanho das vesículas lipídicas foi determinada pela 
técnica de dispersão de luz dinâmica (DLS), com um ângulo de determinação de 173 °. 
Para cada amostra, o diâmetro médio ± o desvio padrão foram calculados para, pelo 
menos três determinações em dois ensaios independentes, aplicando a análise multi-
modal. 
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Foi possível, para as mesmas amostras, a determinação do potencial zeta. Para isso, 
procedeu-se ao enchimento de cuvetes de poliestireno com eléctrodos de platina, às 
quais foi aplicada um campo eléctrico. Os resultados de potencial zeta foram obtidos 
como o valor médio ± desvio padrão para pelo menos três determinações, em dois 
ensaios independentes. 
6.2   Resultados 
Na figura Figura 57 pode observar-se a variação dos valores de tamanho e potencial zeta 
das amostras de LUVs de EPC, na ausência e na presença de concentrações crescentes 
dos fármacos estudados. 
 
Figura 57 – Valores do potencial zeta (quadrados) e do tamanho (círculos) de vesículas 
de LUVs de EPC para concentrações crescentes de propranolol (símbolos a branco) 
(μM): 0; 18; 36; 45; 89; 178; 268; 312;e de acebutolol (símbolos a preto) (μM): 0; 9; 17; 
34; 43; 51; 64; 86; 129; 172; 257; 343; 515. Os valores apresentados correspondem ao 
valor médio ± desvio padrão para, pelo menos, 3 determinações, em dois ensaios 
independentes. 
No que diz respeito à avaliação do tamanho das vesículas de fosfolípidos, verifica-se que 
a adição de concentrações crescentes de qualquer um dos fármacos cardiovasculares 
estudados, não provocou alterações significativas. Esta conclusão indica, por um lado, 
que a interacção dos fármacos cardiovasculares com a membrana lipídica não provoca 
grandes perturbações na sua morfologia. Por outro lado, a observação dos resultados 
obtidos para o branco (lipossomas sem fármaco) é a garantia de que os modelos 
membranares utilizados apresentavam a estabilidade requerida (119 ± 6 nm). É de 
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realçar que, apesar dos lipossomas terem sido produzidos a partir da extrusão por filtros 
de 100 nm, o valor de tamanho obtido é o que normalmente se encontra em lipossomas 
preparados em tampão, uma vez que, a medida do tamanho avalia o raio hidrodinâmico, 
correspondente ao raio da partícula mais as moléculas de solvatação. 
Em relação às determinações do potencial zeta verifica-se um comportamento distinto 
para os dois fármacos estudados. Quanto ao propranolol, ocorre uma evolução do 
potencial membranar no sentido de valores progressivamente mais positivos com o 
aumento da concentração de fármaco. Tal ocorre, provavelmente, porque este fármaco 
apresenta-se carregado positivamente ao pH do estudo, ligando-se electrostaticamente 
aos grupos aniónicos correspondentes ao grupo fosfato dos fosfolípidos. Assim, a 
membrana fosfolipídica, que inicialmente apresentava um carácter aproximadamente 
neutro, vai ficando, progressivamente, carregada de forma positiva, devido aos grupos 
amina catiónicos da colina que deixam de ser neutralizados pela acção dos grupos 
fosfato.  
Embora o acebutolol se encontre, igualmente, carregado positivamente, a sua influência 
sobre o potencial membranar é muito menos eficiente que a do propranolol. Tal poderá 
ser justificado pela ligação do acebutolol à superfície membranar não ser exclusivamente 
de origem electrostática, mas devido ao facto de existir alguma penetração molecular do 
fármaco ao nível das cabeças polares.  
A determinação do potencial zeta, a par da determinação do tamanho dos lipossomas já 
mencionada, constitui uma medida da estabilidade do modelo membranar utilizado. Neste 
caso, os valores obtidos para o branco (LUVs sem fármaco) apresentam valores 
coerentes para uma carga superficial próxima da que é referida para membranas 
zwiteriónicas (-7,99 ± 1,90 mV). 
6.3   Conclusões 
Dada a relevância biológica das propriedades da superfície da membrana lipídica, 
nomeadamente, das suas propriedades electrostáticas (evidenciadas em estudos de 
condução de estímulos eléctricos, funcionamento de enzimas e integridade estrutural da 
membrana), é necessário verificar como essas propriedades são influenciadas pela 
ligação dos fármacos à membrana. Assim, o conhecimento do potencial zeta pode ser 
utilizado para inferir sobre as cargas junto à interface membranar, fornecendo 
informações úteis à compreensão da partilha e localização dos fármacos na membrana.  
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Nos estudos realizados neste trabalho observou-se que fármacos do mesmo grupo 
terapêutico apresentam comportamento diferente face à superfície membranar. Assim, o 
propranolol revelou uma ligação à bicamada lipídica de natureza, quase exclusivamente, 
electrostática com grande alteração do potencial de superfície membranar. Por sua vez, o 
acebutolol apresenta alterações do potencial zeta inferiores às do propranolol, indicando 
que a sua ligação à membrana não é exclusivamente electrostática, ocorrendo 
possivelmente uma maior partilha a nível das cabeças polares, também justificada pelo 
facto de a molécula ser menos volumosa e, portanto, possuir um menor impedimento 
estérico à penetração membranar. 
7. Previsão da localização preferencial dos fármacos ao nível 
da membrana por integração dos dados obtidos pelas 
diferentes técnicas 
Os resultados obtidos pelas diferentes técnicas poderão ser correlacionados com a 
previsão da localização membranar dos fármacos.  
Relativamente ao propranolol, a sua localização tem sido descrita como correlacionável 
com interacções hidrofóbicas em que os anéis naftalénicos do fármaco seriam 
responsáveis pela interacção com a zona hidrocarbonada da membrana (143, 144). No 
entanto, estes estudos negligenciavam o efeito da carga do fármaco ao nível membranar 
e faziam a determinação da partição do propranolol quando este se encontrava na sua 
forma neutra, ou seja a pH superior a 9. Este valor de pH não tem, no entanto, grande 
interesse fisiológico, e a pH 7.4 correspondente ao pH do soro, o fármaco encontra-se 
carregado positivamente. Em virtude disso, os ensaios realizados ao pH fisiológico 
revelaram que o propranolol, mesmo em concentrações reduzidas, tem uma grande 
influência ao nível da carga superficial da membrana, provavelmente ditada por uma 
atracção electrostática entre o grupo amina catiónico e o grupo fosfato dos fosfolípidos da 
membrana.  
Para concentrações mais elevadas, o propranolol é capaz de provocar uma fluidificação 
ao nível das caudas hidrofóbicas da membrana, tal como conseguimos observar para os 
estudos realizados com a sonda DPH, revelando uma localização mais profunda do 
fármaco na bicamada lipídica. Resultados concordantes em relação ao efeito de 
fluidificação membranar foram apontados por outros autores, utilizando a técnica de 
calorimetria diferencial de varrimento (68, 145). 
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Relativamente ao acebutolol, os resultados do presente estudo confirmaram que a 
partição definida na literatura não prevê a interacção lipídica deste fármaco. De facto, o 
comportamento da partição de compostos não neutros ao pH dos estudos é determinado 
pela sua lipofilia, equilíbrio ácido-base, potencial para promover ligações de hidrogénio e 
sensibilidade conformacional em relação à polaridade da bicamada lipídica (1). Assim, os 
estudos realizados no âmbito deste trabalho revelaram que o acebutolol apresenta uma 
partição mais elevada na bicamada lipídica do que seria de esperar pelas determinações 
efectuadas em sistemas octanol/água e, inclusivamente, mais elevada do que a obtida 
para o propranolol. Para além disso, os estudos de concentrações mais elevadas de 
acebutolol com membranas marcadas, quer com a sonda TMA-DPH, quer com a sonda 
DPH, revelaram um efeito de aumento da fluidez membranar associado a perturbações 
ao nível da cooperatividade e ordem lipídica. Paralelamente, os estudos de potencial zeta 
e de influência na ligação da sonda ANS à superfície membranar revelaram que este 
fármaco tem uma influência menor que o propranolol na alteração da carga de superfície 
da membrana. Tal pode estar relacionado com a localização preferencial deste composto 
a um nível membranar mais profundo, o que justifica correctamente todas as 
observações realizadas neste trabalho, incluindo a sua maior partição. Esta proposta de 
localização do acebutolol ao nível membranar está em concordância com outros estudos 
realizados por outros autores, que chegaram à mesma conclusão, utilizando técnicas 
distintas tais como a desactivação de fluorescência, calorimetria diferencial de varrimento 
e estudos de raios x de baixo ângulo, o que constitui mais uma validação à proposta aqui 
formulada (146). 
De forma a sintetizar os resultados obtidos pelas diferentes técnicas utilizadas, a Figura 
58, que a seguir se apresenta, constitui um resumo da proposta de localização 
membranar dos fármacos estudados. 
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Figura 58 – Representação esquemática da proposta de localização membranar do 
acebutolol (A) e propranolol (B). 
 
(A) (B) 
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V. Conclusões e perspectivas futuras 
Após compilação das diversas informações, obtidas no decurso deste trabalho, importa 
entender de que forma os β-bloqueadores estudados interagem com a membrana e quais 
as consequências dessa interacção. 
Assim, como conclusões gerais desta dissertação tem-se que: 
 - Os estudos realizados permitem concluir que ambos os fármacos apresentam 
uma importante interacção com a membrana lipídica. Esta conclusão é suportada pelos 
dados obtidos para o coeficiente de partição (que indicam que os fármacos partilham com 
os lípidos membranares) e para os efeitos destes fármacos na biofísica membranar (que 
mostram que ocorre fluidificação da membrana lipídica). Também os efeitos dos 
fármacos na carga de superfície membranar foram avaliados, demonstrando uma 
capacidade de alteração do potencial de superfície. 
 - Os efeitos da interacção com a membrana correlacionam-se com os efeitos 
farmacológicos do propranolol e acebutolol. Sabe-se que, para que os fármacos exerçam 
os seus efeitos, é necessário que atravessem as membranas biológicas, de modo a 
chegarem ao seu local activo. Sabe-se, também, que estes fármacos são bem absorvidos 
após administração oral. Assim, e uma vez que a absorção é um processo que implica a 
difusão passiva pelas membranas do epitélio intestinal, a elevada interacção com a 
componente lipídica da membrana demonstrada por estes compostos apresenta-se como 
uma correlação evidente entre os estudos in vitro e a acção in vivo. 
 Os receptores β são receptores membranares, logo, os antagonistas ou agonistas 
parciais destes receptores (caso dos fármacos cardiovasculares estudados) necessitam 
de uma estrutura química que permita a sua interacção com a membrana, factos estes 
descritos na literatura. Nesse sentido, os estudos in vitro realizados revelam a 
capacidade de ambos os fármacos interagirem com as membranas lipídicas e, dessa 
forma, justificam a sua capacidade de interagirem com os receptores membranares 
responáveis pelas suas principais acções terapêuticas. 
 Diversas patologias cardiovasculares estão associadas a problemas de 
aterosclerose, em que estão envolvidos processos de peroxidação lipídica das 
membranas do endotélio arterial e vascular. O facto de se encontrar descrita a actividade 
antioxidante para estes compostos, faz com que sejam utilizados no tratamento deste tipo 
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de patologias, sendo esta actividade antioxidante sinérgica ao seu efeito terapêutico. Têm 
sido apontados diversos motivos para a actividade antioxidante, para além da já 
mencionada actividade scavenger dos radicais oxidantes. Paralelamente a esta 
actividade scavenger, são também apontados, como possíveis mecanismos 
antioxidantes, a capacidade de alterar a fluidez membranar, uma vez que esta alteração 
afecta a mobilidade das espécies reactivas e afecta a peroxidação. Neste sentido, 
também neste estudo se verificou uma correlação com este efeito, uma vez que ambos 
os compostos se mostraram capazes de fluidificar a membrana, efeito este mais visível 
para o propranolol, capaz de reduzir a temperatura de transição de fase em cerca de 4ºC. 
Estas conclusões gerais mostram, no fundo, uma importante interacção destes fármacos 
com a membrana e, também, a adequabilidade dos ensaios in vitro para o estudo desta 
interacção, sendo os seus resultados correlacionáveis com os efeitos farmacológicos dos 
fármacos em estudo. 
Contudo, é possível ir mais além, e tecer algumas conclusões para cada fármaco, em 
particular. 
Então, para o acebutolol é possível dizer que: 
- É descrito como um fármaco menos lipofílico que o propranolol. Estudos in vitro 
de determinação da lipofilia do fármaco atribuem-lhe baixos coeficientes de partilha 
membranar, baseados em estudos efectuados em sistemas bifásicos simples do tipo 
octanol/água. No entanto, estes estudos não são eficientes para prever a interacção 
lipídica que ocorre in vivo, nem são capazes de justificar como é que a baixa lipofilia do 
fármaco justificaria a sua elevada absorção e distribuição lipídica in vivo. Nos estudos 
realizados no âmbito deste trabalho, a determinação do coeficiente de partição do 
acebutolol torna evidente que a partição descrita nos sistemas octanol/água não é 
representativa da partição membranar. 
- Apresenta, relativamente ao propranolol, uma maior penetração ao nível das 
cabeças polares, que está de acordo com o que já havia sido descrito na literatura. Esta 
interpenetração nas cabeças polares justifica, por um lado, o maior coeficiente de 
partição observado para o acebutolol e, por outro, o maior efeito ao nível da ordem e 
cooperatividade da transição de fase avaliadas pela sonda TMA-DPH. Esta maior 
interpenetração, verificada ao nível das cabeças polares, parece ser justificada pela 
própria estrutura molecular do composto, que sendo menos volumoso é capaz de uma 
maior penetração membranar. 
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Quanto ao propranolol, as conclusões que se podem retirar dos estudos efectuados são 
que: 
 - O propranolol apresenta um efeito mais acentuado ao nível da carga superficial 
membranar. Este efeito verifica-se, tanto pelos estudos de determinação do potencial 
zeta, como pelos estudos de ligação da sonda ANS à membrana. Este efeito é 
correlacionável com o efeito anestésico descrito para este fármaco. De facto o 
mecanismo de acção dos anestésicos tem sido atribuído a interacções inespecíficas com 
a membrana lipídica que envolvem a alteração da condução eléctrica dos estímulos e a 
modificação do potencial de superfície membranar. 
 A distribuição membranar do propranolol é normalmente descrita como totalmente 
hidrofóbica, com a presença dos anéis naftalénico ao nível da região hidrocarbonada da 
membrana, e a maioria dos estudos não contabiliza o efeito da contribuição 
electrostática. Contudo, esta contribuição electrostática, já que o fármaco a pH fisiológico 
encontra-se maioritariamente carregado positivamente, é muito importante para perceber 
a interacção com diferentes tipos de estruturas membranares existentes ao nível 
biológico.  
O trabalho até aqui realizado, permitiu reflectir sobre novos caminhos, que abrem portas 
a novos estudos. Assim, seguidamente faz-se uma breve reflexão sobre as perspectivas 
futuras que este trabalho pode proporcionar. 
O efeito da concentração de fármaco na partição deve ser estudado mais 
aprofundadamente, uma vez que foi descrito que fenómenos de bioacumulação ao nível 
da superfície membranar podem alterar a distribuição do fármaco, tanto pela fluidificação 
membranar (que torna a membrana mais permeável à penetração do fármaco), como por 
fenómenos de repulsão electrostática (por excesso de concentração membranar de 
fármaco.) 
Seria, também interessante, realizar estudos a valores de pH diferentes de 7,4, de modo 
a mimetizar os diversos ambientes membranares com que os fármacos terão que 
interagir (exemplo: pH soro = 7,4; pH lisossomas =4,5; pH mitocôndria =8, pH no lúmen 
gástrico = 1,2-2 e até 5 no interior das células gástricas; pH intestinal= 5-8). 
Por outro lado, a realização de estudos com outros exemplares de fármacos 
cardiovasculares, permitiria tornar mais consistente uma possível relação estrutura-
actividade, de acordo com as diferentes interacções com as membranas. 
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O facto de o desenvolvimento de novo fármacos ser uma das razões para o estudo da 
interacção fármaco-membrana, seria útil a optimização dos estudos realizados, de forma 
a poderem constituir estudos de screening de compostos de interesse farmacêutico, 
nomeadamente, na previsão da sua partição membranar e influência nas propriedades 
biofísicas da membrana. 
Das conclusões acima expostas, pode dizer-se que os estudos que utilizam modelos 
membranares para mimetizar as membranas biológicas foram úteis na verificação da 
existência de interacções importantes do acebutolol e propranolol com a membrana, 
passíveis de explicar alguns dos seus efeitos farmacológicos. Por outro lado, as 
informações obtidas com este trabalho mostram a importância das alterações na biofísica 
membranar, abrindo portas para que outros estudos possam ser equacionados, de modo 
a complementarem as informações até aqui obtidas. 
A integração das diferentes abordagens a nível membranar, contemplando a genómica, 
proteómica e lipidómica, pode ser o caminho mais árduo, mas talvez o mais correcto para 
o entendimento da complexa dimensão membranar. 
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